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RESUMEN

Las tortugas en cautividad son susceptibles de contraer enfermedades respiratorias, las cuales pueden
tener una presentacion variable y ser recurrentes, afectando la calidad de vida de los individuos. Por lo
cual es necesario realizar un tratamiento adecuado, incluyendo la eleccién de un antibiético efectivo
segun el agente. El objetivo de la investigacion fue determinar la sensibilidad antimicrobiana de las
bacterias asociadas a enfermedad respiratoria en la tortuga Motelo de patas amarillas (Chelonoidis
denticulata) en cautiverio en un zoolégico ubicado en la ciudad de Lima. El zooldgico “Parque Zonal
Huascar” cuenta con una poblacidon de 50 individuos, para el estudio se analizaron 26 individuos con
signos clinicos de enfermedad respiratoria (10 machos y 16 hembras). A partir de 45 colonias
pertenecientes a 10 especies bacterianas aisladas mediante un hisopado nasal, se determind la
sensibilidad antimicrobiana utilizando la prueba de difusion por discos Kirby-Bauer. Las colonias
bacterianas mostraron mayor grado de sensibilidad a la amikacina (100,00%), seguido de gentamicina
(97,78%), ciprofloxacina (82,22%), ceftriaxona (80,00%), enrofloxacina (35,56%), oxitetraciclina (28,89%)
y ampicilina (15,56%). La amikacina y gentamicina seran los antibioticos de eleccion para enfermedad

respiratoria en tortugas, pero se debe usar con cautela debido a sus posibles efectos secundarios.

PALABRAS CLAVE: antibiograma, enfermedades respiratorias, quelonios, sensibilidad.



ABSTRACT

Turtles in captivity are susceptible to contracting respiratory diseases, which may have a variable
presentation and be recurrent, affecting the quality of life of individuals. Therefore, it is necessary to carry
out an adequate treatment, including the choice of an effective antibiotic according to the agent. The aim
of this research was to determine the antimicrobial sensitivity of bacterial associated with respiratory
disease in the yellow-footed tortoise (Chelonoidis denticulatus) in captivity in a zoo located in the city of
Lima. The zoo “Parque zonal Huascar” has a population of 50 individuals, for the study 26 individuals with
clinical signs were analyzed (10 males and 16 females). From 46 colonies belonging to 10 bacteria
isolated by a nasal swab, the antimicrobial sensitivity was determined using the Kirby-Bauer disc diffusion
test. The bacterial colonies showed a greater degree of sensitivity to amikacin (100,00%), followed by
gentamicin  (97,78%), ciprofloxacin (82,22%), ceftriaxone (80,00%), enrofloxacin (35,56%),
oxytetracycline (28,89%) and ampicillin (15,56%). The Amikacin and gentamicin will be the antibiotics of

choice for respiratory disease in turtles, but it should be used with caution due to its possible side effects.

KEY WORDS: antibiogram, respiratory diseases, chelonian, sensitivity
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I.  INTRODUCCION

En el Peru la tortuga Motelo de patas amarillas (Chelonoidis denticulata) es un reptil
oriundo de Sur América, localizada en la selva del Peru. Su estado de conservacion es
vulnerable, los principales problemas para su supervivencia estan relacionados a la
destruccion de su habitat, caceria y comercio ilegal. El tréfico ilegal ha generado
sobrepoblacién en centros de cautividad, los cuales se ubican principalmente en la
ciudad de Lima. Los reptiles tienen requerimientos especiales para su mantenimiento
en cautiverio, al no ser brindadas adecuadamente son susceptible a diversas

enfermedades como las de origen infeccioso (1).

Una de las enfermedad de mayor presentacion en la crianza en cautiverio de quelonios
o tortugas son las respiratorias, que pueden tener una presentacion variable vy
recurrente. Situacion que se presenta anualmente en el zooldgico “Parque Zonal
Huascar” que mantiene una coleccion importante de la tortuga Motelo de patas
amarillas (C. denticulata), parte de la poblacion presentaron signos clinicos
respiratorios que no llegan a tener remisibn a pesar de la instauracibn de un
tratamiento. Por lo cual, es necesario identificar el agente patdgeno y determinar su

sensibilidad frente a los antibi6ticos utilizados cominmente.

Los procesos respiratorios como las neumonias y sinusitis bacterianas pueden ser
causados por Escherichia coli, klebsiella sp., Pseudomonas sp., Proteus sp., y
Aeromonas sp. (2). Siendo aconsejable la realizacién de un cultivo y antibiograma para
decidir qué antibidtico utilizar. En la actualidad, las pruebas de sensibilidad
antimicrobiana en reptiles son una herramienta muy importante, ya que nos permite
identificar que agente patdégenos estan involucrados y mejorar la terapéutica, evolucion

y remision de los casos.



Debido a la reincidencia de las enfermedades respiratorias en quelonios y evitar el
contagio a otros individuos, asi como favorecer el bienestar de las mismas, el objetivo
del estudio fue determinar la sensibilidad antimicrobiana de las bacterias asociadas a
enfermedades respiratorias de la tortuga Motelo de patas amarillas (C. denticulata)
mantenida en cautiverio en el zooldgico “Parque Zonal Huascar” ubicado en la ciudad
de Lima. Con este estudio, se pretende aportar conocimientos béasicos e
imprescindibles para un mejor manejo y sanidad de esta especie en cautiverio al contar
con informacién sobre la sensibilidad de los diferentes antibidticos utilizados en la

terapéutica de reptiles.



Il.  MARCO TEORICO

2.1 Tortuga Motelo de patas amarillas (Chelonoidis denticulata)

2.1.1 Generalidades

Las tortugas terrestres pertenecen a la familia Testudinidae. En los bosques tropicales
himedos de Venezuela, Las Guayanas, Colombia, Peru, Bolivia y Paraguay se halla la
tortuga Motelo de patas amarillas (Chelonoidis denticulata) (1). La cual presenta un
caparazon que va creciendo a medida que esta se va desarrollando, ademas de ser su
medio de defensa ante otras especies. Los colores, formas y disefios varian segun la
raza y el género (en las hembras la base del caparazén se llama plastron y es derecho

o0 recto, y en machos lo tienen cdncavo) (3).

2.1.2 Taxonomia

Reino: Animal
Phylum: Chordata
Clase: Reptilia
Orden: Testudines
Familia: testudinidae
Género: chelonoidis

Nombre cientifico: Chelonoidis denticulata

Nombre comun:  Tortuga Motelo de patas amarillas

2.1.3 Morfologia

Las tortugas terrestres presentan un exoesqueleto que protege la zona superior o
inferior, dicha caracteristica las hace un grupo Unico entre todos los reptiles. Esta
especie presenta un caparazon que varia en su longitud y peso segun el sexo, puede

medir hasta 820 mm y pesar entre 15 a 60 kg. Esta conformacién esquelética es de



color negro, formado por escudos vertebrales de tonalidad amarillo-marron. El plastrén
es una estructura aplanada que forma la parte ventral del caparazén, en machos es
concavo y en hembras plano. La piel es color negro con marcas amarillas en la zona de

la cabeza, extremidades y mandibula (3).

2.1.4 Anatomia y fisiologia respiratoria en quelonios

El proceso respiratorio en quelonios se lleva a cabo a través de las fosas nasales de la
tortuga. Al inspirar oxigeno, este entra por la cavidad bucal hasta la trdquea a través de
la glotis (abertura superior de la laringe que funciona como punto de acceso del aire).
Este grupo de estructuras forman un canal que inicia en la base de la lengua y se
conecta en los ultimos niveles con los bronquios y alveolos pulmonares, por lo cual el
oxigeno entra de manera directa llevandose a cabo el proceso de respiracion. Pese a
gue estos individuos no poseen un diafragma con sistema muscular, como otras
especies, en algunas ocasiones suelen utilizar las extremidades superiores e inferiores
como fuerza de expulsion, metiéndolas y sacandolas para obtener la contraccion de los

mismos (4).

En la zona dorsal de la cavidad celomica los pulmones ocupan gran volumen.
Presentan un solo bronquio que esta formado por alveolos y bronquiolos (4).

Los alveolos son totalmente compartimentados, produciendo el cambio de oxigeno en
la superficie reticulada. En esta especie existe una membrana pleuroperitoneal que
separa los pulmones de las visceras, ademas no presentan un verdadero diafragma
gue no exige presion negativa para respirar. Cumpliendo de esta manera una correcta

funcion en la fisiologia respiratoria en quelonios (2) (Anexo 1).

2.1.5 Habitat y distribucién
Esta especie es propia de América del Sur y algunas islas del Caribe. En el continente

su distribucibn comprende parte de: Guayana Francesa, Venezuela, Surinam,



Colombia, Ecuador, Bolivia, Peru y Brasil. Ademas, se localizan en las islas del Caribe
de Trinidad y Tobago (5).

Esta especie terrestre habita en las selvas tropicales, ubicandose en la zona tropical
himeda y en regiones de Pie de monte. Se entierra en hojas hiumedas de orillas de
lagos y de rios, prefiere aguas con un fondo lodoso en la selva de la Amazonia. Esta

localizada en bosques secundarios, bordes de carretera o en bosques cerca de rios (5).

2.1.6 Reproduccion

La época de reproduccion en su habitat natural inicia durante la primavera y el verano,
en donde las condiciones ambientales son mas favorables, sin embargo, en cautiverio
esta época no estd definida ya que la humedad y temperatura se mantienen
permanentes durante todo el afio (3).

En los meses de reproduccion las hembras se encuentran receptivas para la copula y
los machos comienzan a perseguirlas insistentemente. Se dice que cuanto mas grande
son hay una mayor produccién de huevos, incrementando su reproduccion de manera

optima (2).

En promedio, una hembra puede procrear entre 7 a 18 huevos por afio, aunque
algunas hembras no se pueden reproducir cada afio. Los huevos estan formados por
una cascara delicada y se expande esféricamente, son de aproximadamente de 3 a 6
cm de diametro. El tamafio de los huevos depende de la longitud del cuerpo de la

tortuga hembra. Los jévenes pueden llegar a vivir unos 50 a 60 afios (2).

2.1.7 Alimentacion
La alimentacion en quelonios es variable, no se alimentan diariamente y dependen
mucho de las temperaturas ambientales (6). Cuando esta especie se encuentra en

cautiverio, la dieta no debe depender de uno o dos tipos de alimento, por el contrario,



necesitan cierto porcentaje de vegetacion rico en fibra y calcio, y bajo de grasas y
proteinas, una alimentacion a partir de forrajes naturales y vegetales silvestres como
hierbas y flores. Ademas, necesitan acceso de agua fresca para beber y bafarse. Para
de esta manera conseguir el desarrollo e inmunidad ideal para la especie y su
poblacion (7).

2.1.8 Estado de conservacion

Segun la Lista Roja elaborada por la Union Internacional para la Conservacién de la
Naturaleza (Red List UICN) la tortuga Motelo de patas amarillas esta categorizada en
situacion Vulnerable (Vu) (8). La Convencion sobre el Comercio Internacional de
Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES) incluye a esta especie en
su Apéndice Il (8). Ademas, el Decreto Supremo 004-2014-MINAGRI que aprueba la
actualizacion de la lista de clasificacion y categorizacién de las especies amenazadas
de fauna silvestre legalmente protegidas, no incluye a esta especie considerando que

no se encuentra en peligro de extincion dentro del territorio peruano (8).

2.2 Enfermedades respiratorias de origen bacteriano

2.2.1 Generalidades

Las enfermedades del tracto respiratorio superior es una de las afecciones mas
comunes en la tortuga (C denticulata). Segun Martinez y Soler (2008) estas
alteraciones se deben a cambios bruscos de temperatura o una temperatura
inadecuada de su habitad, malnutricion, estrés e infecciones causadas por agentes
patdgenos (9). Entre los principales problemas respiratorios que presentan los reptiles
en cautiverio se encuentra la neumonia y sinusitis bacteriana, que pueden se causadas
por Pseudomonas sp., E. coli, Klebsiella sp. y Mycoplasma sp. Estos microorganismos
infectan las membranas y las vias respiratorias de la mucosa causando una respuesta

inflamatoria inmunomediada significativa en muchas tortugas (10).



Segun Jiménez (2009), una de las enfermedades mas frecuentes en reptiles es la
neumonia, considerada como una patologia cronica y de frecuente presentacion en la

clinica de animales de comparfiia y especies de zoologico (11).

Por tal motivo, el protocolo a seguir es realizar pruebas diagndsticas como un cultivo y
antibiograma para determinar la sensibilidad antimicrobiana y llevar a cabo un
tratamiento eficaz con antibiéticos de amplio espectro que seran seleccionados
conforme el o los agentes patdgenos que esté produciendo dicha enfermedad.

2.2.2 Signos

Los signos clinicos en las enfermedades respiratorias son muy variables. Algunas
tortugas tienden a presentar un proceso leve pero recurrente después de cada
hibernacion; otros quelonios toleran un proceso agudo que termina en crénico. Hay que
tener en cuenta que algunos individuos no presentan sintomas, pudiendo haber
portadores sintomaticos. Las afecciones se caracterizan por sintomas del aparato
respiratorio superior. Ocasionando una leve descarga 6culo nasal, en animales con
buen estado, hasta secreciones mucopurulentas en animales con la salud

comprometida (10).

Los sintomas mas comunes son la presencia de abundante exudado seroso, burbujas,
mucosas por las narinas afectando a los 6rganos anexos 0jos y parpados, mucosidad
en nariz y boca, dificultad para respirar, boca abierta en forma continua, deshidratacion

e inapetencia (12).



2.2.3 Agentes causales

La etiologia de los problemas respiratorios puede ser de origen bacteriano (causada
por bacterias oportunistas). En la mayoria de casos se ha observado Klebsiella spp.
Escherichia coli., Pseudomonas spp. Pasteurella spp, Aeromonas spp. Y Proteus spp.
Morafka y colaboradores (1986) identificaron que la mayoria de las bacterias
encontradas en gquelonios terrestres pertenecen a las familias Enterobacteriaceae y
Pseudomonadaceae, provocando graves pérdidas tanto en vida libore como en

cautiverio (13).

El proceso de produccion e infeccion de las enfermedades por parte de estas bacterias
se debe a que las cepas con baja patogenicidad afectan de manera rapida los tejidos
debido a la inmunosupresion que sufre el huésped y por otro lado a la alta resistencia a
los antibioticos que de manera natural presenta el género Pseudomonas. Segun Ruiz
(2007), el género Pseudomona spp es conocido por su capacidad rapida de
crecimiento (temperaturas Optimas para la mayoria de estas bacterias es de 30°C-
37°C), asi como la habilidad de metabolizar una variedad amplia de substratos como
hidrocarburos alifaticos y aromaticos. También se le conoce por su capacidad de

formar morfologias coloniales variadas, distintivas y pigmentadas (14).

Por otro lado, el incremento de la resistencia antimicrobiana que representa el manejo
de antibioticos en la parte clinica ha permitido el desarrollo de cepas con mecanismos
de resistencia que, en muchas situaciones, nos dejan sin ninguna opcion para el
tratamiento de las infecciones. En la actualidad los antimicrobianos reducen las
posibilidades de tratamiento eficaz de enfermedades, oblighndonos a utilizar
medicamentos costosos, ademas de prolongar el periodo de rehabilitacion (cuarentena)

e incrementar el riesgo de mortalidad (15).



Al plantear la problematica de la resistencia microbiana resulta de mucha importancia el
diagnéstico rapido y eficaz para un correcto uso de antibiéticos. Es un fenbmeno que
sucede tanto en humanos como en animales de toda especie y su estudio en el Pera

es importante para el bienestar animal (16).

2.2.4 Sensibilidad antimicrobiana
El estudio de la sensibilidad antimicrobiana a los antibioticos es una de las funciones
mas importantes de los laboratorios de microbiologia clinica. Dentro de los beneficios
gue presenta se encuentran:
e Dirigir la terapéutica una vez que la bacteria sea reconocida.
e Generar una base de datos que permita seleccionar los antibiéticos a utilizar en
un tratamiento empirico (aquel donde no se conoce el agente causal)
e Desarrollar el uso de antimicrobianos.
¢ Vigilar la aparicion de nuevos mecanismos de resistencia.
e Detectar la diseminacion epidémica de una cepa, tanto a nivel hospitalario como
comunitario (17).
La determinacion de la sensibilidad antimicrobiana no implica solo realizar un conjunto
de técnicas y medir los resultados, es necesario saber interpretar los mismos y darles

el significado que realmente tienen.

2.2.4.1 Técnicas de sensibilidad antimicrobiana

Para realizar las pruebas de sensibilidad, se cuenta con los siguientes métodos:

A) Difusion en agar (Técnica de Bauer y Kirby)
La técnica de difusién en agar, es cualitativa y sus resultados se pueden
interpretar como sensible, intermedios o0 resistentes y esta disefiada
especificamente para bacterias de crecimiento rapido como los Staphylococcus
sp. En esta tecina el inoculo es llevado a una concentracion igual a la del

estandar 0,5 de McFarland, se aplica sobre la superficie de una placa seca de



B)

C)

D)

10

agar Mueller-Hinton que tenga un pH entre 7,2 y 7,4 medido a temperatura
ambiente y una vez solidificado el medio de cultivo. La sepa se debe de rayar
sobre la superficie del medio de forma tal que se logre un crecimiento
confluente. Una vez realizado esto, en un plazo no mayor de 15 minutos, se
procede a colocar los discos o las pastillas con el antibiético (18).

Método de dilucion en agar:

Es una técnica Unicamente cualitativa que se encarga de controlar el medio de
cultivo, el inoculo bacteriano y el antibidtico.

En la técnica de diluciébn en agar, se preparan tubos con la concentracion
definida de antibiético y se le agrega a cada tubo una cantidad conocida del agar
Mueller.Hinton, este tubo homogeniza y se chorrea en una placa de Petri vacia
con lo que se logra una placa de agar Mueller-Hinton con el antibiético diluido a
una concentracion determinada.

Macrodilucion en caldo:

Esta técnica se deriva de la anterior, pero no se utiliza por la cantidad de
material que emplea, y porque presenta el grave problema de la dificultad para
detectar contaminaciones del medio de cultivo, lo que podria producir una falsa
resistencia.

Microdilucion en caldo:

Con esta técnica se puede determinar dos diferentes valores: la CMI y la CMB la
CMI esta definida como la minima concentracion de antibidtico que inhibe el
crecimiento posible de un inoculo bacteriano estandarizado. La CMB es la
minima concentracién de un antibiético que mata el 99,9% de las bacterias de
un inoculo inicial.

El primer paso para proceder al montaje de una CMI/CMB utilizando la técnica
de la microdilucion es colocar 50 ul del medio de cultivo en cada uno de los
pozos de la placa a emplear, luego se colocan 50 ul de la solucion madre del
antibiotico. Una vez lista la placa, se hace una serie de diluciones del inoculo se
realiza el plateo final en un medio de cultivo apropiado a la cepa y se incuba en
las condiciones apropiadas hasta el otro dia. Luego de este periodo de
incubacion, se cuentan las ufc, se multiplican por la dilucion y se obtiene la

concentracion (ufc/ml) del inoculo empleado.
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E) Epsilon test (E test):
Este método emplea una tira con una matriz plastica que tiene una
concentracion decreciente de un antibidtico determinado. El medio que se usa
es agar sangre con sangre de caballo al 5% y con una base de Muller-Hilton o
puede utilizarse en agar HTM o agar chocolate suplementado. Esta técnica
determina la CMI de manera mas rapida y facil, actualmente se pueden adquirir
tiras de E test para pruebas de sensibilidad de las bacterias tradicionales y de
las especiales como organismos bacterias tradicionales y de las especiales
como organismos anaerobios, Campylobacter sp, Helicobacter pylory vy
Micobacterium tuberculosis.

F) Métodos automatizados:
Para esta técnica se usa plastico transparente para la prueba de sensibilidad. Se
trata de tarjetas de 30 pozos que llenan con el inoculo bacteriano estandarizado,
mediante una bomba de vacio y luego las tarjetas son selladas herméticamente,
se introducen a un incubador a 35°C y cada 10 minutos el sistema hace una
lectura y se mide la concentracion del inoculo bacteriano. Cada tarjeta tiene un
pozo control positivo de crecimiento y es este pozo donde se construye una

curva normal de crecimiento bacteriano (18).

Para poder identificar el agente patdgeno de las enfermedades respiratorias en
guelonios es importante realizar un correcto plan diagnostico mediante un antibiograma
a partir de las secreciones de los quelonios con problema respiratorio con el fin de

elegir el mejor tratamiento para esta especie (2).

A primera vista muchas enfermedades de proceso respiratorio pueden parecer
morfolégicamente iguales, pero la obtencién de la informacion necesaria nos lleva a
establecer un correcto diagnostico. Por ello, la base para lograr resultados 6ptimos es
seguir un meétodo protocolizado y sistematico, aquel que inicia desde una buena

historia clinica, exploracion fisica, diagnosticos diferenciales, pruebas diagndsticas y un
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plan terapéutico. Con la finalidad de llegar a un correcto diagndstico y el tratamiento

ideal para la especie y su poblacion.

2.2.5 Antibiograma

El antibiograma sirve para determinar la sensibilidad de una colonia de bacterias o un
grupo de antibiéticos. Se realiza mediante una toma de muestras como exudado,
raspado o toma de liquido de alguna cavidad del individuo afectado. Posteriormente se
procede a determinar la resistencia de la bacteria aislada a uno o varios antibioticos
frente a los microorganismos responsables de las infecciones. Brenner y colaboradores
(2002) mencionaron que realizar pruebas de antibiograma especifico es de suma
importancia, ya que no todas las bacterias en quelonios son sensibles a los mismos

antibioticos, de esta manera se elegiria el tratamiento 6ptimo (19).

La prueba de sensibilidad utilizando el procedimiento del disco es una técnica descrita
por Bauer, Kirby, Sherris y Turk; es el método ideal que se recomienda para el
aislamiento de bacterias ya que es rapido, practico y eficaz. Los procedimientos de
diluciones en agar son satisfactorios para hallar la concentracion minima de los

antimicrobianos (15). (Anexo 2).

Para ello es necesario utilizar los patrones de McFarland, el cual se utiliza como
patrones de turbidez en la preparacion de suspensiones de microorganismos. Para
elaborar la densidad del inoculo se usa una suspension de sulfato de bario (0,5 de la
escala de McFarland) esta preparacion es importante para la realizacién de pruebas de

sensibilidad antimicrobianas (20).
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Una vez que se culmine con el procedimiento de sensibilidad antimicrobiana se
procederad a dar lectura interpretativa del antibiograma y a la categorizacion de los
principales antibiéticos, los valores criticos de las concentraciones altas (c) y bajas (C)
y de sus diametros correspondientes (d, D) (18). 20 por otra parte los antibiofenotipos
de sensibilidad y resistencia permiten recategorizar un resultado inicialmente Sensible,
intermedio o0 Resistente debido a que en muchas ocasiones el tratamiento no es el
ideal para esta especie. Esta lectura requiere de la interpretacion correcta de la

bacteria y a la vez una correcta realizacion del antibiograma (20). (Anexo 3).

La lectura del antibiograma es de vital importancia, tanto por el interés del paciente, el
médico tratante, asi como en una perspectiva de responsabilidad publica. Para una
adecuada comprension de este, se debe dominar conocimientos, tanto como los
mecanismos de resistencia bacteriana involucrados y del comportamiento biolégico de

algunos agentes antimicrobianos (20).

2.2.5 Tratamiento

En quelonios el metabolismo funciona mas eficazmente cuando su temperatura
corporal estd dentro del rango (30-37°C) (13). Por tal motivo, corregir el medio
ambiente y factores de estrés de los individuos, puede ayudar a eliminar la probabilidad
de que se presente la neumonia, teniendo en cuenta el periodo de cuarentena y una

correcta desparasitacion creando asi medicina preventiva (13).

En enfermedades como sinusitis y neumonias bacterianas se pueden aplicar
mucoliticos o fluidificantes de la mucosidad, mediante inyectables, nebulizaciones de
estos productos, o instalacion directa de la cavidad nasal. El uso de antibibticos sera
empleado para el control de las infecciones bacterianas con la finalidad de evitar el

contagio y la muerte de los individuos por septicemia (14).
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Por tal motivo, el tratamiento a base de antibiéticos de amplio espectro es el ideal para
combatir las posibles infecciones que causan los agentes patdgenos en problemas
respiratorios. Dentro de ellos tenemos: enrofloxacina, ciprofloxacina, oxitetraciclina,
gentamicina, amikacina, ceftriaxona, entre otros. A continuacién, se realizara la revision
de la accidon y resistencia de algunos antimicrobianos comunmente utilizados en la

clinica de reptiles.

2.2.5.1 Fluorquinolonas

Segun Lees y Aliabadin (2003), las fluoroquinolonas son compuestos sintéticos que
estan formados por propiedades antimicrobianas que funcionan como inhibidores de
los &cidos nucleicos. Su accion antimicrobiana es amplia y efectiva frente a bacterias

aerobias Gram negativas y algunas Gram positivas (21).

Las fluoroquinolonas atraviesan la membrana citoplasmatica que facilita la
liposolubilidad de este farmaco segun lo mencionado por Lee y Shojaee (2003);
logrando afectar la sintesis de proteina retirando la enzima topoisomaerasa que tiene

como funcién el desdoblamiento del ADN (21,22).

Segun Strahielvitz y colaboradores (2009) mencionaron que las enterobacterias
presentaron una mayor resistencia a las quinolonas lo cual se ha ido incrementado en
la actualidad (23).
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Webber y Piddock (2001) hallaron que el mecanismo de resistencia a las
fluorquinolonas se da por un cambio del ADN girasa. Esta resistencia se lleva a cabo
por mutaciones cromosémicas en la Region Determinante de Resistencia a Quinolonas
del gen gyrA (24).

a) Enrofloxacina

Gobernado y colaboradores (1999) refieren que la enrofloxacina es un farmaco
ampliamente utilizado en diversas especies su funcion radica en eliminar la accién de la
ADN girasa, relacionada en la replicacion, recombinacion y reparacion del ADN del

agente bacteriano (25).

Este antibidtico es utilizado en el tratamiento de las infecciones de los oOrganos
respiratorios y digestivos, del aparato urinario, del oido y de la piel en varias especies
de animales como perro, gato, aves, ganado y especies exoticas. Las dosis varian
segun especie y agente infeccioso, en el caso de tortugas terrestres la dosis
correspondiente a usar es de 5 a 10 mg/kg por via intramuscular cada 12 horas. La
duracion del tratamiento es de 4 a 5 dias y la vida media de este farmaco es de 7.3
horas (26).

Segun Marder 1996 los quelonios alcanzan niveles séricos en 30 a 60 minutos por via
intramuscular y de 2 a 3 horas por via oral, pero esto varia segun la especie del
individuo a tratar. La enrofloxacina tiene mayor tiempo de accién en Terrapene spp.

Comparada con Testudo hermmani. (27).
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b) Ciprofloxacina

Gobernado y colaboradores (1999) mencionaron que la ciprofloxacina es un farmaco
perteneciente al grupo de las fluoroquinolonas, su accion bactericida se da mediante la
membrana citoplasmatica y las porinas de la bacteria hasta llegar al citoplasma. Inhiben
la enzima ADN girasa en bacterias Gram negativas y de la topoisomerasa IV en

bacterias Gram positivas (25).

Esta fluorquinolona es utilizada para el tratamiento de diversas infecciones tales como
infecciones de las vias urinarias, tracto respiratorio, piel, huesos y articulaciones. La
vida media de este farmaco es de 7,3 horas y la dosis es de 5 a 10mg/kg cada 12
horas. La duracion del tratamiento es de 4 a 5 dias. En el caso de la tortuga
mediterranea (Testudo hermanni) la dosis recomendada de cirproflaxacina es de
10mg/kg aplicada por via intramuscular cada 24 horas, dicha dosis y su frecuencia de
administracion se basaron en las concentraciones de sangre y al tipo de bacterias
aisladas dentro de las cuales se encontraron Klebsiella, P aeruginosa y Salmonella
(26).

Segun Perichon y colaboradores (2007), el mecanismo de resistencia de esta
quinolona es mediante la reduccion de la permeabilidad de la membrana por

alteraciones que perjudican a las porinas (28).

2.2.5.2 Tetraciclina

Segun Goldman y cololaboradores (1983), las tetraciclinas actdan inhibiendo la sintesis
de proteinas en las células de las bacterias. Dicho procedimiento se da impidiendo la

union del aminoacil-ARN de transferencia (ARNt) al sitio A del ribosoma (29).
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El uso constante de este fArmaco aumenta la resistencia antimicrobiana restringiendo
de esta manera su accién (28). 30 segun Koo y Woo (2011) refieren que la bacteria E
coli se haya resistente a las tetraciclinas por la presencia de los genes tet y por su alta

frecuencia en pacientes (31).

a) Oxitetraciclina

Farmaco con accién bactericida y bacteriostatica que actia sobre bacterias Gram
negativas y Gram positivas, muchas de ellas estan relacionadas a enfermedades

respiratorias, genitourinarias y cutaneamucosas (32).

La dosis terapéutica en la mayoria de las especies es de 50 mg/kg. En el caso de
guelonios la dosis ideal puede iniciar desde 50mg/kg y luego 25mg/kg administrado por
via intramuscular cada 24 horas cada 3 dias (para infecciones por Staphyococcus y
Klebsiella). En un estudio realizado en la tortuga mediterranea (Testudo hermanni), P

aeruginosa y Salmonella resultaron resistentes a oxytetraciclina (26).

La resistencia mas frecuente es el sistema de bomba de reflujo presente en las
bacterias Gram negativas que son proteinas transportadoras de membranas,
organizadas en superfamilias y distribuidas Unicamente entre organismos procariotas y
eucariotas. Segun lo referido por Chopra y Roberts (2001), los genes que codifican
para las bombas de reflujo pueden estar localizados en el cromosoma bacteriano o

elementos genéticos transmisibles como plasmidos (30).
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2.2.5.3 Aminoglucoésido

Shakil y colaboradores (2008) mencionan que el mecanismo de accién de los
aminoglucésidos se basa en interrumpir la continuidad de sintesis proteica
clasificAndose dentro del grupo de bactericidas (33). Segun lo mencionado por
Durante-Mongoni y colaboradores estos farmacos se relacionan a la dosis que se

emplea ante numerosos agentes bacterianos (34).

a) Gentamicina

Este aminoglucésido inhibe la sintesis proteica fijandose de esta manera a la
subunidad 30s del ribosoma, interfiriendo en la elongacion peptidica y pueden incitar
una traduccién equivocada del ARNm, dando lugar a la sintesis de proteinas anémalas

y no funcionales (34).

La gentamicina se emplea como antibiotico para erradicar infecciones contra bacterias
sensibles que contaminan la sangre, tracto respiratorio, piel, senos paranasales, oido y
vejiga. Este farmaco es uno de los antibidticos mas utilizados en el tratamiento de
reptiles con infecciones microbianas Gram negativas. Sin embargo, dicho
Aminoglucosido tiene un rango terapéutico seguro y limitado, ya que se han hallado
estudios de casos de nefrotoxicidad en reptiles en especial en serpientes. Por ello es
necesario tener en cuenta el peso de la especie a tratar y la dosis ideal de cada
farmaco a emplear. En el caso de tortugas, la dosis varia de 5 a 10mg/kg por via

intramuscular cada 48 horas el tratamiento puede durar de 2 a 5 dias (26).
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Segun Mingeo-Leclercq y colaboradores (1999), el mecanismo de resistencia en el
caso de la gentamicina incluye la disminucion intracelular de dicho farmaco,
ocasionada por alteraciones de la membrana externa que dificulta la entrada de la

sustancia a la bacteria (35).

b) Amikacina

Es un aminoglucosido derivado de la kanamicina. Su mecanismo de accion se debe a
su capacidad para penetrar la bacteria y unirse a las subunidades 30S y 50S de los
ribosomas, ocasionando de esta manera una mal interpretacion de t-RNA, dejando que
la bacteria no tenga la capacidad para sintetizar proteinas vitales para su crecimiento
(26).

Util en infecciones ocasionadas por bacterias Gram negativas como Pseudomonas sp.,
Proteus sp., Escherichia coli, Providencia sp., Klebsiella, Enterobacter, Serratia sp.,
Acitenobacter y Citrobacter freundii. La amikacina se utiliza para tratar ciertas
infecciones bacterianas graves. No es ideal para el tratamiento de infecciones rutinarias
debido a la potencial ototoxicidad y nefrotoxiciadad, por tal motivo es de suma
importancia monitorear a los pacientes siempre que sea posible para evitar algun tipo
de dafo renal u otro organismo. Saber el peso exacto de la especie a tratar nos
ayudara a obtener la dosis ideal a aplicar, en casos de quelonios la dosis recomendada
a usar es de 5 a 10mg/kg cada 48 horas de 2 a 5 dias utilizando las vias intravenosa o

intramuscular con temperatura medio ambiental de 28 a 30°C (26).
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Segun Mingeo-Leclercq y colaboradores (1999), el mecanismo de resistencia de la
Amikacina es similar a la gentamicina ya que son farmacos pertenecientes a la misma
familia. Este proceso incluye la disminucion intracelular del aminoglucosido, ocasionada
por alteraciones a nivel de la membrana externa que dificultan la entrada de la droga a
la bacteria. Esta alteracion se da por mutaciones en los genes que codifican los sitios

de unién de los aminoglucdsidos en el ribosoma (35).

2.2.5.4 Betalactamicos

Garcia y colaboradores (1999) mencionan que los betalactamicos, cuyo mecanismo de
accion es la inhibicion de la ultima etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana,
constituyen la familia mas numerosa de antimicrobianos y la méas utilizada en la
practica clinica, incluyendo derivados de la penicilina y cefalosporina. Se trata de
antibioticos de accion bactericida lenta y de escasa toxicidad a diferencia de otros

antibioticos comunmente utilizados (36).

f) Ceftriaxona

Segun Calvo y Martinez-Martinez (2009), este antibidético cumple una funcién
bactericida, impidiendo la sintesis de la pared celular en bacterias Gram negativas y

Gram positivas (37).

Segun Mcdermott y colaboradores (2003), estos farmacos tienen un espectro menos
amplio contra las bacterias Gram positivas y es mas activa contra bacterias Gram
negativas como E coli que consiste en la produccion de betalactamas codificadas en el

ADN cromosémico (38). Se utiliza en el tratamiento contra Pseudomonas aeruginosa,
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infecciones del tracto respiratorio, piel, tejidos blandos, tracto urinario, infecciones
Oseas Y articulares, la dosis a usar es de 20 a 40mg/kg cada 24 horas usando la vida

intravenosa o intramuscular durante 7 a 14 dias (26).

La resistencia de este farmaco se da por las betalactamasas producidad por
microorganismos (sobre todo las denominadas de amplio espectro) estas enzimas son
codificadas por plasmidos e hidrolizan el anillo betalactamico haciéndolo inactivo,
impidiendo de esta manera su penetracion a través de la pared celular bacteriana (26).

b) Ampicilina

Es un farmaco indicado para el uso contra bacterias aerobias y anaerobias Gram
positivas entre los microorganismos mas susceptibles tenemos: estrptococos
betahemoliticos, las espiroquetas y algunos bacilos aerobios Gran negativos. Las
penicilinas acttan inhibiendo la sintesis de mucopeptido en la pared celular, haciendo a
la bacteria inestable (26).

Ideal para el uso de problemas respiratorios, digestivos, urinario y piel especial para
uso de reptiles sobre todo en casos de tortugas utilizando dosis de 50mg/kg via

intramuscular cada 12 horas (26).

La resistencia a la ampicilina se da cuando presenta una permeabilidad reducida a
nivel de los cromosomas, ocasionando de esta manera la resistencia a bacterias Gram
positivas y Gram negativas como: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y

bacterias entéricas (39).
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2.3 Antecedentes

Muro y colaboradores (1998) realizaron un estudio sobre rinitis cronica en tortugas
terrestres mediterraneas. Evaluaron la flora bacteriana de la orofaringe de 19
ejemplares de tortuga mora (Testuno graeca) y tortuga mediterranea (Testuno
hermanni), de los cuales 7 quelonios presentaron signos de rinitis. Se aislaron 38
bacterias en las tortugas sanas y 19 en las enfermas, pese a ello no se encontraron
mayores diferencias de Pasteurella testudinis, Morganella spp., E coli, Pseudomona
spp., Y Klebsiella spp., las cuales han sido aisladas en tortugas afectadas a dicho
problema respiratorio, siendo la primera bacteria a la que se relaciona la mayoria de las

infecciones secundarias (12).

Castillo (2015) realizo un estudio para determinar la resistencia a antimicrobianos de
Pseudomona spp. De los reptiles de un acuario en la provincia de Tungurahua
(Ecuador). Las especies estudiadas fueron la boa Arcoiris (Epicrates cencrhia),
mantona (Boa constrictor), charapa (Podocnemis expansa), Iguana (lguana iguana),
tortuga taparrabo (Kinosternon leucostomun), tortuga de orejas rojas (Trachemys
scripta elegans) y tortuga motelo de patas amarillas (Chelonoides denticulata) Se
realizé un hisopado de la cavidad oral y cloacal, identificando a las especies de
Pseudomonas spp, y para el antibiograma se utilizo la técnica de discos Kirby Bauer en
Agar Mueller- Hinton. En la cavidad oral de los reptiles, se encontraron las 6 especies
de Pseudomonas, y con diferentes porcentajes de sensibilidad ciprofloxacina (100%),
gentamicina (100%), estreptomicina (100%), presentaron en menor grado,
enrofloxacina (68%), tetraciclina (68%) y cefotaxima (64%). Alto grado de resistencia a:
ampicilina (100%), cefalotina (100%), penicilina (100%), trimetropin sulfametaxol (76%)
y amoxicilina-ac glabulanico (72%), el Unico antimicrobiano que mostro un patron

intermedio fue clorafenicol (48%) (40).

Garcia de la Pefia y colaboradores (2016) realizaron un estudio relacionado a bacterias

patdgenas y su sensibilidad a antibiéticos, a una poblacion de quelonios del Bolson
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(Gopherus flavomarginatus) en cautividad localizada en la unidad regional Universitaria
de Zonas Aridas (URUZA) en Durango (México). Se tomaron muestras de distintos
sitios de su cuerpo, en la que se utilizé un hisopo estéril. Para realizar las pruebas de
sensibilidad antimicrobiana se utilizaron Multidisco Gram positivo Il y Gran negativo |l
BioRad. En total se aislaron 18 especies de bacterias, 10 Gram positivas y 8 Gram
negativas. Todas las bacterias aisladas mostraron sensibilidad a la gentamicina, la cual
es un antibiético de amplio espectro comunmente utilizados en tortugas terrestres para
el problema de vias respiratorias. Por el contrario, todas las bacterias Gram negativas
mostraron mayor sensibilidad con un 100% a cuatro antibidticos: amikacina,
gentamicina, levofloxacina y trimetoprim-sulfametoxazol. Las especies Gran negativas
mas sensibles a los antibiéticos fueron: Burkholderia cepacia, Citrobacter freundii y
Escherichia coli (13).

Torrejon (2016) realizo una investigacion cuyo objetivo fue hallar los genes frente a la
resistencia antimicrobiana en Salmonella spp. aisladas en reptiles en cautiverio, en
Chile. Para ello se investigaron 11 genes independientes de su fenotipo, se procedio a
corroborar la resistencia en todas las cepas viables, mediante el método de Kirby
Bauer, de esta manera se utilizaron los siguientes antimicrobianos: estreptomicina,
tetraciclina, ampicilina y cloranfenicol, para poder determinar la sensibilidad,
sensibilidad intermedia y resistencia. Como resultado de dicho trabajo de investigacion
el 20,5% de las cepas en estudio mostraron sensibilidad intermedia a estreptomicina, y
una sola cepa fue resistente, por lo que en total un 23,5% de las cepas se consideraron
resistentes a este antimicrobiano. Para el resto de los antimicrobianos, todas las cepas
fueron sensibles (41).

Da Silva y colaboradores (2017) realizaron una investigacion con el objetivo de
determinar la sensibilidad y resistencia a los antimicrobianos en la tortuga de orejas

rojas (Trachemys scripta elegans) El estudio se realizé con 20 ejemplares adultos (10
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machos y 10 hembras) provenientes del centro de Triage de Animales Silvestres
(CETAS) del parque ecoldgico de Tiete en Sau Paulo (Brasil). Los hisopos cloacales se
cultivaron en un agar suplementado con sangre de oveja 8% y se incubaron durante
48h a 372C. La sensibilidad a antimicrobianos se determiné a través del método de
difusion en disco de Kirby Bauer, utilizando los discos de estreptomicina, cefalexina,
eritromicina, doxicilina, gentamicinna, zulfasotrim, penicilina, ampicilina y enrofloxacina.
Se identificaron tres especies de bacterias Gram negativas, la mas comuan fue
Enterobacter aerogenes; seguido de Shigella spp. y Edwadsiella spp. El 85% muestran
gue las bacterias aisladas fueron altamente sensibles a la gentamicina, seguida de la
enrofloxacina y estreptomicina, moderadamente sensible a doxiciclina y el sulfazotrim y

poco sensible a la ampocilina, cefalexina, penicilina y eritromicina (42).

En el Pert no se han encontrado estudios realizados sobre sensibilidad antimicrobiana
a bacterias asociadas a enfermedad respiratoria en reptiles. Sin embargo, existen
estudios referentes sobre el tema a partir de hisopados cloacales en el caiman blanco
(Caiman crocodilus) de vida libre en el departamento de Madre de Dios (43). y en el
lagarto caiman (Dracaena guianensis) mantenido en cautiverio en la ciudad de Lima
(44).

Carlos y colaboradores (2016) realizaron un estudio para determinar las
enterobacterias y su resistencia antimicrobiana en el caiman blanco (Caiman
crocodilus) de vida libre en el rio de Madre de Dios, provincia de Tambopata (Pera). Se
capturaron 30 individuos de ambos sexos y en diferentes estados de desarrollo. Se
tomo6 una muestra cloacal con la ayuda de un hisopo estéril que se colocé en medio de
transporte Cary Blair, la identificacion bacteriana se llevdé a cabo utilizando pruebas
bioquimicas. La resistencia antimicrobiana se evalu6 con la técnica Kirby Bauer,
empleando los discos de ciprofloxacina, cefoxitina, gentamicina, ampicilina, &cido

nalidixico, aztreonam y cloranfenicol. En el resultado la bacteria mas recurrente fue
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Klebsiella spp. (40%) y respecto a la sensibilidad antimicrobiana se determin6 que el
80,0% mostro resistencia al cloranfenicol, en cambio para gentamicina no se observo.
Klebsiella spp. fue la bacteria que mostro mayor resistencia (69,39%) y la de menor fue
E. aerogenes (8,16%) (43).

Ramirez (2017) tuvo como objetivo evaluar la resistencia de las cepas presentes en
enterobacterias identificadas en muestras cloacales del lagarto caiman (Dracaena
guianensis). Se colectaron 57 muestras de dichos individuo criados en cautiverio en un
zoocriadero privado, ubicado en la provincia y departamento de Lima. Identificando a
Shigella sp. (15,32%), Enterobacter cloacae (12,09%), Enterobacter aerogenes
(11,29%) y Pseudomona aeruginosa. Para ello se utilizo la técnica de Kirby Bauer, la
cual estableci6 mas del 90% de sensibilidad a ciprofloxacina, gentamicina,
enrofloxacina y nitrofurantoina, mas del 80% de sensibilidad a ceftriaxona, neomicina,
cefuroxima y estreptomicina, 62% de resistencia a tetraciclina y 73% de resistencia a

acido nalidixico (44).
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. MATERIALES Y METODOS

3.1 Espacio y tiempo

El estudio se realizd en el Zooldgico “Parque Zonal Huascar”, ubicado en la av. 200
millas, tercer sector distrito de Villa el Salvador, ciudad de Lima, es considerado el
segundo parque zonal mas grande de la capital. El parque comprende una extension
de 310, 900 m2 y al ser uno de los méas grandes de Lima, se encuentra habilitado con
areas culturales, sectores como un mini estadio deportivo y areas recreativas como una
amplia laguna y mini-zoolégico (Anexo 4). El clima es subtropical himedo (siempre por
encima del 87%) fresco y desértico a la ves la temperatura media anual es de 19°C, el
parque zonal Huascar tiene una latitud de -12.2314 y una longitud -769279, asi como,

una altitud de 1256 msnm.

La toma de muestra se llevé a cabo durante el mes de diciembre del 2018. El analisis

se realizé en un laboratorio particular, ubicado en la Ciudad de Lima.

3.2 Poblacion y muestra

La poblacion de la presente investigacion estuvo conformada por 50 individuos de
Tortugas Motelo de patas amarillas (Chelonoidis denticulata) albergadas en el
zoologico “Parque Zonal Huascar”. Se utiliz6 un muestreo no probabilistico por
conveniencia dado a que se dese0 identificar la sensibilidad antimicrobiana de las
bacterias presentes en secreciones nasales de quelonios que presentaron signos

clinicos compatibles a enfermedades respiratorias.
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Ademas, se tom0 en cuenta que esta especie esta categorizada en situacion vulnerable
(Vu), segun la Unidén Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) (8) y
por medio de antecedentes internacionales y nacionales que muestras investigaciones
en reptiles con una poblacion menor o similar a esta. Se identificaron 26 individuos
adultos con signos clinicos compatibles a enfermedades respiratorias 16 hembras y 10
machos. Los individuos provenian de trafico ilegal y habian sido albergadas en el

zoologico desde hace 6 meses como minimo.

Las tortugas se encontraban albergadas en un recinto externo de un area de 20m
aproximadamente y cercada con barandas de metal, con sustrato natural de tierra El
ambiente contaba con una poza y dormidero (1,2 m x 0.6 m) de madera y no contaban
con una fuente de calor artificial (Anexo 5).

3.3 Disefio de investigacion

El estudio es de tipo descriptiva no experimental, se inicié6 con la aceptacion del
proyecto para la captura y muestreo de animales. Se procedié con la sujecién, para
realizar un breve examen clinico, posterior a ello se realiz6 el hisopado nasal, el cual se
coloco en un medio de transporte. Las muestras se analizaron en un laboratorio privado
en el que se llevd a cabo el antibiograma segun las bacterias aisladas. Posteriormente

se analizaron los resultados y se obtuvieron las conclusiones pertinentes.

3.4Equipo y procedimiento

3.4.1 Equipos

Los materiales y equipos para esta investigacion son:

a. Sujeto de estudio

- Tortuga Motelo de patas amarillas (Chelonoides denticulata)



b. Unidad de anélisis

- Muestra de la cavidad nasal

c. Materiales y equipos para la toma de muestras
- Guantes de nitrilo
- Mascarilla
- Medio de transporte Cary Blair
- Ficha de historia clinica
- Caja de polietileno expandido
- Gel refrigerante
- Microaplicadores estéril (Hisopos odontoldgicos) / marca Tisen

- Camara digital

d. Servicios
- Laboratorio de microbiologia
- Biblioteca
- Internet

- Impresiones

- Fotocopias

Transporte terrestre

e. Materiales de escritorio
- Cuaderno de apuntes
- Lapicero, resaltadores
- USB
- Laptop

f. Capital humano
- Investigador
- Asesores

- Ayudantes del zoolégico

28
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3.4.2 Procedimiento

a) Aprobacion y permisos

e El estudio se llevé a cabo después de la aprobacion y autorizacion del proyecto de

tesis por parte de la Escuela Profesional de Medicina Veterinaria de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Alas Peruanas (N° 258-2018-FCA-UAP).
(Anexo 6).

e Ademas, se contd con la autorizacion pertinente del Parque Zonal Huascar (Anexo

7).

e Se contd con el permiso del Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre
(SERFOR) otorgado mediante la Resolucion General N° 032-SERFOR/DGGSPFFS
(Anexo 8).

b) Examen clinico general

Inicialmente se realiz6 una inspeccion general a los 50 individuos de la poblacion
de tortugas Motelo de patas amarillas, para obtener una serie de datos objetivos
0 signos clinicos que estan relacionados con problema respiratorio (Anexo 9).

La exploracion fisica se llevé a cabo para conocer la condicién general de salud
de los quelonios y registrarlos en la historia o ficha clinica (Anexo 10). con la

cual se confirmara el diagndéstico médico de la enfermedad (45).

c) ldentificacién y sujecion de los animales

Luego se identificé a los individuos con sintomatologia respiratoria los cuales
fueron incluidos en el estudio.

Se realizo la sujecion de los animales, colocando las manos a ambos extremos
del caparazon para inmovilizarlos y evitar asi el estrés (Anexo 11).

Una vez identificados los individuos se procedi6é a realizar la toma de muestra
para ello se contd con la ayuda de una segunda persona con la finalidad de
tener acceso a la cabeza sujetandola correctamente para evitar que la retraiga
(Anexo 12).
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d) Toma de muestra

Para la recoleccion de muestra se utilizé micro aplicadores (hisopo de algodoén) de
uso odontolégico ya que el grosor y punta eran ideales para obtener la secrecion
nasal de cada orificio nasal de los quelonios (Anexo 13).

Se introdujo gentilmente en las fosas nasales y realizando movimientos circulares
se obtuvo la secrecion de cada orificio nasal.

Luego de la toma de muestra se identificaron con el nUmero de chip que conto
cada individuo (Anexo 14).

Los micro aplicadores fueron envueltos en papel craf y esterilizados en un
autoclave en 30 minutos a 121°C. las muestras fueron insertadas inmediatamente
en tubos con medio de transporte Cary Blair, se rotulo segun el cédigo asignado a

cada individuo (Anexo 15).

e) Transporte de las muestras

Las muestras fueron conservadas y transportadas para su envio en una caja de
polietilieno expandido con refrigerantes a temperatura entre 4 a 8°C su transporte
fue en un laboratorio particular especializado de la ciudad de Lima con la finalidad

de evitar cualquier derrame o rotura.

f) Antibiograma

Esta prueba se llevo a cabo en un laboratorio especializado de microbiologia

se utilizé la técnica de difusion (Kirby-Bauer) (46).

Se tomaron las colonias aisladas y se inoculo en una suspension directa de
solucion salina o caldo.

Se agito vigorosamente el inoculo hasta obtener una solucion homogénea de
aproximadamente 1.5 x 10 A 8 CFU/ml ajustadas a la turbidez del estandar 0.5 de
la escala de McFarland.

Se inoculo en 3 o0 4 direcciones toda la superficie de la placa con el agar Mueller
Hilton (MH), girando suavemente dicha placa en angulos de 90°, para después
agregar los discos antibidticos seleccionados: Enrofloxacina, Ciprofloxacina,

Oxiteraciclina, Gentamicina, Amikacina, Ceftriaxona y Ampicilina (Anexo 17).
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o Se instal6 los multidiscos sobre la superficie del agar y con la ayuda de una pinza
estéril se presion6 suavemente para asegurar cada disco.

o Se distribuy6 los discos uniformemente, de tal manera que estén a una distancia
minima de 24mm desde el centro de un disco a otro (el diAmetro de los discos
segun las normas de la organizaciéon mundial de la salud (OMS) debe ser de 6
mm). Teniendo en cuenta que un disco no debe ser movido una vez que tomo
contacto con la superficie del agar ya que algunos antibiticos se dispersan
rapidamente.

o Las placas de Mueller-Hilton se incubaron en una estufa durante 12- 24 horas a
37°C.

o Se midieron los diametros de los halos cuyos resultados fueron interpretados
siguiendo las indicaciones de la normativa del CLSI lo que permitié catalogar a
cada uno las bacterias aisladas como sensibles (S), sensibilidad intermedia (I) o
resistencia (R) (47). (Anexo 18).

o Finalmente se evalud la sensibilidad antimicrobiana de las cepas aisladas frente a
los antibidticos previamente seleccionados para el estudio: ampicilina (AMP),
amikacina (AMK), ciprofloxacina (CIP), enrofloxacina (EN), gentamicina (GEN),

oxitetraciclina (OXI), ceftriaxona (CTX).

3.5 Diserfio estadistico
Se realiz6 el analisis porcentual de las colonias sensibles a cada antibiotico de cada

especie de las bacterias aisladas en las tortugas Motelo de patas amarillas del
zoolégico Parque Zonal Huascar. Utilizando la siguiente formula

Numero de colonias positivos

Frecuencia = -
Numero total de colonias
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IV. RESULTADOS

De los 45 aislamientos bacterianos se identificaron las colonias sensibles a cada
antibiético, asi como el porcentaje total de sensibilidad por antibiético, hallando que la
mayor sensibilidad se observé para la amikacina (100,00%), asi mismo para la
gentamicina (97.7%) y la de menor fue ampicilina (15,56%) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Sensibilidad antimicrobiana segun las 45 colonias aisladas de la muestra de
secrecion nasal a individuos con enfermedad respiratoria frente a los

antibidticos seleccionados (n=26).

Antibidticos Total de colonias Porcentaje
(%)
Amikacina 45 100,00
Gentamicina 44 97,7
Ciprofloxacina 37 82,2
Ceftriaxona 36 80,00
Enrofloxacina 15 33,33
Oxitetraciclina 13 28,88

Ampicilina 7 15,56
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En el siguiente cuadro se puede observar con mayor detalle a las bacterias asociadas a

enfermedad respiratoria y su sensibilidad antimicrobiana, siendo la bacteria

Pseudomona spp la de mayor porcentaje de sensibilidad frente a todos los antibiéticos

excepto la ampicilina donde no mostro sensibilidad alguna (Cuadro 1).

Cuadro 2. Sensibilidad antimicrobiana segun las bacterias asociadas a enfermedad

respiratoria en la tortuga motelo de patas amarillas (C. denticulata) (n=26).

Total de

Bacterias colonias AMP AMK cip EN GEN oxi CEF
Aeromona sp. 4 2 4 4 3 4 1 4
Citrobacter freundii 3 0 3 2 1 3 0 3
Citrobacter koseri 4 1 4 4 1 4 2 4
Enterobacter aerogenes 3 0 3 3 3 3 0 2
Klebsiella oxytoca 7 0 7 6 1 6 2 6
Moraxella sp. 3 1 3 3 1 3 2 2
Pasteurella sp. 2 2 2 2 2 2 2 2
Proteus vulgaris 5 0 5 2 0 5 0 3
Pseudomona sp. 12 0 12 9 2 12 3 9
Serratia sp. 2 1 2 2 1 2 1 1
Total 45 7 45 37 15 44 13 36
Frecuencia (%) 15,56 100,00 82,22 33,33 97,78 28,89 80,00

AMP = Ampicilina, AMK = Amikacina, CIP = Ciprofloxacina, EN = Enrofloxacina, GEN = Gentamicina,

OXI = Oxitetraciclina, CTX = Ceftriaxona.
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V. DISCUSION

El estudio logro determinar la sensibilidad antimicrobiana de las bacterias aisladas en la
tortuga Motelo de patas amarillas (C. denticulata) con enfermedad respiratoria. Sin
embargo no se ha encontrado un estudio similar en reptiles, habiendo reportes sobre la
sensibilidad o resistencia antimicrobiana a partir de individuos clinicamente sanos y con

bacterias que formarian parte de su microbiota.

Para la ampicilina se hall6 que el 15,56% (10/45) de los aislamientos bacterianos
fueron sensibles, por el contrario, las colonias de C. freudii, E. aerogenes, K. oxytaca,
P. vulgaris y Pseudomona sp. fueron resistentes. En otros estudios con individuos
clinicamente sanos se determind que este antibidtico presenta alto porcentaje de
resistencia, como el realizado en la tortuga del Bolsén (G. flavomarginatus) donde se
determiné que ninguna de las 8 bacterias Gram negativas aisladas (incluyendo C.
freudii, K. oxytaca y Pseudomona spp.) fueron sensibles (13). En el caiman blanco (C.
crocodillus) se determiné que el 42,86% (5/35) de bacterias aisladas por hisopado

cloacal fueron resistentes a este antibidtico (43).

Es importante considerar que la sensibilidad de la ampicilina encontrada en C.
crocodilus podria deberse a que se trataban de individuos de vida libre, que no habrian
estado expuesto a antibiéticos, a diferencia de G. flavomarginatus y los individuos en el
presente estudio que eran mantenidos en cautiverio donde se daria la resistencia
adquirida. Asimismo, hay que considerar que se observa una resistencia natural de P.
aeruginosa, Klesiella spp. y Proteus sp. a la ampicilina (26). Estas bacterias fueron

aisladas en los estudios mencionados. En general, la resistencia se relaciona por
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disminucién de la permeabilidad, modificacion de la diana e inactivacion del
antimicrobiano, ocasionando de esta manera la resistencia a bacterias Gram negativas
y Gram positivas como: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y bacterias

entericas (37).

Asi mismo, todas las colonias de Pseudomona sp. aisladas en las tortugas del presente
estudio fueron resistentes a la ampicilina. Concordante a lo referido por Martinez
(1994), que las cepas de Pseudomonas spp. en reptiles presentan resistencia a la
ampicilina, por lo cual ante infecciones se puede optar por otros antibiéticos como las

guinolonas (48).

En el presente estudio todas las colonias aisladas fueron sensibles (100%) a la
amikacina, similar a lo descrito en la tortuga del Bolson (G. flavomarginatus) donde se
hall6 100% de sensibilidad (13). Este antibidtico bactericida penetra la bacteria y se une
a las subunidades 30S y 50S de los ribosomas, ocasionando de esta manera una mal
interpretacién de t-RNA, dejando que la bacteria no tenga la capacidad para sintetizar
proteinas vitales para su crecimiento (26). EI mecanismo de sesistencia de la
amikacina se da mediante la disminucién intracelular del aminoglucosido, ocasionada
por alteraciones a nivel de la membrana externa que dificultan la entrada de la droga a
la bacteria (26). Es utilizado en infecciones graves ocasionadas por bacterias como
Pseudomonas, Proteus, Klebsiella, Enterobacter, Serratia y Acinetobacter. Por lo tanto,
en base a los resultados seria un antibidtico recomendado para el tratamiento
enfermedades respiratorias en quelonios; sin embargo, hay que considerar su
ototoxicidad y nefrotoxicidad (26).
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Para ciprofloxacina se consider6 que el 82,22% de las colonias bacterianas fueron
sensibles, solo algunas colonias de C. freundii, P. vulgaris y Pasteurella sp. fueron
resistentes. Por lo contrario, descrito en el caiman blanco (C. crocodillus) donde se
determind que el 22,86% (5/35) de las colonias aisladas fueron resistentes a este
antibiotico (43). Este farmaco inhibe la sintesis de ADN protéica y la induccion de la
respuesta SOS y de autolisinas (22). Debido a esto es utilizada para el tratamiento de
infecciones de las vias urinarias, tracto respiratorio, piel, huesos y articulaciones. La
resistencia encontrada se deberia a la disminucion de la permeabilidad de la
membrana y la expulsion del antimicrobiano mediante bombas de expulsion activa

mediado por un gen denominado gepA (27).

La sensibilidad determinada para la enrofloxacina fue de 33,33% (10/45), solo una
colonia de Proteus vulgaris fue resistente. Este antibiético de amplio esta relacionado en

el proceso de replicacion, recombinacién y reparacion del ADN de la bacteria (21, 22).

En quelonios la enrofloxacina es recomendada en neumonias ocasionadas por
Acinetobacter calcoaceticus Y rinitis por Pasteurella testudinis (49). Sin embargo, en el
presente estudio algunas de las colonias de Pasteurella sp. fueron resistentes. La
resistencia adquirida de las fluorquinolonas se da por la alteracion de las dianas,
principalmente por alteraciones cromosémicas en la region QRDR (Region
Determinante de Resistencia a Quinolonas) del gen gyrA (23). A pesar de ser
recomendada por algunos autores, segun los datos del presente estudio este
antibiotico puede ser administrado por distintas vias y a intervalos prolongados debido
a la baja incidencia de efectos adversos. Este grupo de antimicrobianos representa una

muy buena herramienta en la terapéutica de infecciones bacterianas en reptiles.
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Para la gentamicina se establecié que el 97,78% de las colonias bacterianas fueron
sensibles, Similar a lo descrito en la tortuga del Bolson (G. flavomarginatus) y el caiman
blanco (C. crocodillus) donde todas las colonias fueron sensibles (100%) (13) y se hall6
0% de resistencia (40). Respectivamente. Este antibidtico produce la inhibicién de la
sintesis proteica y muerte del microorganismo. Segun lo hallado, podria ser un
antibiotico recomendado para problemas respiratorios en quelonios; sin embargo, se ha
reportado cierto grado de toxicidad (especialmente en serpientes). Siendo necesario
mantener una adecuada hidratacion y puede ser utilizado adicionando cefalosporinas
(26). La resistencia de este aminoglucosido se da mediante la disminucion de dicho
farmaco ocasionada por alteraciones de la membrana externa que dificulta la entrada

de la sustancia a la bacteria (26).

Para la oxitetraciclina se hallé que el 28,89% (13/45) de las colonias bacterianas fueron
sensibles, solo algunas colonias de C. freundii, E. aerogenes, P. vulgaris y Serratia. sp
fueron resistentes a este antibidtico de amplio espectro. Por el contrario, en otros
estudios como el del Lagarto caiman (Dracaena guianensis) mantenido en cautiverio se
determind el 62% de resistencia a tetraciclinas. En reptiles es recomendado contra
infecciones por Staphyococcus y Klebsiella; sin embargo, en el presente estudio solo 2
de 7 colonias de Klebsiella oxytaca fueron sensibles. Para bacterias Gram negativas el
mecanismo de resistencia es el de sistema de bomba de reflujo que son proteinas
transportadoras de membranas. Los genes pueden estar localizados en el cromosoma
bacteriano o elementos genéticos como plasmidos (29). Debido a esto, la oxitetraciclina
no seria un antibiético de eleccién para el tratamiento de enfermedades respiratorias en

guelonios.

Para la ceftriaxona se considerd que el 80,00% (10/45) de las bacterias aisladas fueron
sensibles, solo algunas colonias de Enterobacter aerogenes, Moraxella sp, Pasteurella
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sp y Serratia fueron resistentes. Similar a lo descrito para la tortuga de Bolson (G.
flavomarginatus) donde se determind que el 75,0% (8/18) fueron sensible (13). Este
antibidtico actua inhibiendo la sintesis de la pared celular bacteriana y ocasiona la
destruccion de esta (35). Se utiliza en el tratamiento contra P. aeruginosa, infecciones
del tracto respiratorio, infecciones de piel y tejidos blandos, entre otros (26). La
resistencia de este farmaco se da por las betalactamasas producidad por
microorganismos (sobre todo las denominadas de amplio espectro) estas enzimas son
codificadas por plasmidos e hidrolizan el anillo betalactamico haciéndolo inactivo,
impidiendo de esta manera su penetracion a través de la pared celular bacteriana (26).

Los discos seleccionados de sensibilidad antibiotica en el estudio se basaron en
investigaciones previas y en relacion con la frecuencia de bacterias Gram negativas
aisladas en afecciones respiratorias en reptiles, por lo cual se recomienda ampliar el

estudio frente a la sensibilidad antimicrobiana de bacterias Gram positivas.

Por dltimo, hay que considerar que el uso extensivo o un uso inadecuado de algunos
antibiéticos es la causa de la aparicion de la resistencia. No existen estudios sobre la
similitud de las bacterias encontradas en reptiles con los humanos; sin embargo, en el
presente estudio varias colonias de Pasteurella sp. y Klebsiella oxytoca fueron
resistentes y en ocasiones estas bacterias pueden ocasionar enfermedades
gastroentéricas y respiratorias en humanos. Se considera que los animales silvestres
son fuente de enfermedades emergentes, incluyendo la resistencia antimicrobiana (50).
Habra un potencial transmision de patdgenos bacterianos multirresistentes de los
animales de zooldgico a los humanos (50). Por lo cual es necesario la concientizacion
del personal de los zoologicos y el publico visitante al estar en contacto con animales

silvestre como los reptiles.
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V. CONCLUSIONES

De las 46 colonias bacterianas asociadas a enfermedad respiratoria en la tortuga
Motelo de patas amarillas (Chelonoidis denticulata), el mayor grado de
sensibilidad antibiética se determind para la amikacina (100,00%), seguido de
gentamicina  (97,78%), ciprofloxacina (82,22%), ceftriaxona (80,00%),
enrofloxacina (33,33%), oxitetraciclina (28,89%) y ampicilina (15,56%).
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VI. RECOMENDACIONES

Se puede indicar el uso de Amikacina debido a su alta efectividad sobre las

bacterias Gram negativas encontradas en quelonios con enfermedad respiratoria.

La Amikacina y Gentamicina son antibioticos de eleccion para enfermedad
respiratoria en tortugas, pero se debe usar con cautela debido a sus posibles

efectos secundarios.

Realizar estudio enfocados a determinar la similitud filogenética existente entre
las bacterias aisladas de humanos y los reptiles, asi como, su predisposicion a

compartir resistencia a los antibiéticos.

Continuar con futuras investigaciones con la finalidad de mejorar la terapéutica en

animales silvestres y el uso de adecuado de farmacos.
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ANEXO 1

Figura 1: Anatomia y fisiologia respiratoria en quelonios. a) Pulmones con ligera
inflamacion. b) Bronquios dilatados
Fuente: Rodriguez, 2015 (2).



ANEXO 2

Figura 2: a) Sensidiscos y b) penicilindros usados en las pruebas de
sensibilidad por difusion, los sensidiscos estan inpregnados de antibiéticos
de interés o pueden ser inpregnados del antibidtico de estudio. Los
penicilindros son recipientes que contendran al antibidtico.

Fuente: Flores, 2014 (4).
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ANEXO 3

Cuadro 1: Valores criticos de las concentraciones bajas (c) y altas (C) y de

diametros correspondientes (d, D) permitiendo la categorizacion.

49

Sus

Categorias Concentracion inhibitoria Diametro del halo de
minima (mg/L) inhibicién (mm)
S CIMEc DHI3 D
R CIM>C DHI<d
c<CIMEC d£DHI<D

Fuente: Sacsaquispe R, Veldsquez J. Manual de procedimientos para la prueba de

sensibilidad antimicrobiana por el método de Disco de Difusién. Instituto nacional de
salud. Lima-Peru; 2002. P14-24. (18).
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ANEXO 4

Figura 4: a) Entrada del zoolégico b) Recinto de las tortugas(C denticulata)

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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ANEXO 5

Figura 5: Poblacion de tortugas Motelo de patas amarillas (C denticulata) con
enfermedad respiratéria

Fuente: Elaboracion propia, 2019
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ANEXO 6

Figura 6: Autorizacion del proyecto de tesis por parte de la Escuela Profesional de
Medicina Veterinaria de la facultad de Ciencias Agropecuarias d la universidad A las

Peruanas.

Fuente: Elaboracion propia, 2019.



ANEXO 7

Figura 7: Autorizacion pertinente del parque Zonal Huascar
Fuente: Parque Zonal Huéscar-
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ANEXO 8

()B\-‘CA DEL »,
o SRy

RESOLUCION DE DIRECCION GENERAL
N° () 22 -2018-MINAGRI-SERFOR-DGGSPFFS

Lima, 03 NOV 2018
VISTOS:

5 La solicitud de autorizacién para realizar investigacion cientifica en fauna silvestre fuera de
Areas Naturales Protegidas, de fecha 05 de Setiembre 2018 (CUT 56487-2018), presentada por la
la sefiora Nancy Victoria Carlos Erazo y el Informe Técnico N° 0077-2019-MINAGRI-
SERFOR/DGGSPFFS-DGSPFS, de fecha 25 de octubre del 2019, y;

CONSIDERANDO:

Que, el articulo 13 de la Ley N° 29763, crea el Servicio Nacional Forestal y de Fauna
Silvestre-SERFOR, como organismo publico técnico especializado, con personeria juridica de
derecho publico interno, como pliego presupuestal adscrito al Ministerio de Agricultura y Riego.
Asimismo, se sefiala que el SERFOR es la autoridad nacional forestal y de fauna silvestre, ente
rector del Sistema Nacional de Gestién Forestal y de Fauna Silvestre (SINAFOR), y se constituye
en su autoridad técnico normativa a nivel nacional, encargada de dictar las normas y establecer los
procedimientos relacionados a su ambito;

Que, mediante Decreto Supremo N° 019-2015-MINAGRI, se aprobé el “Reglamento para
la Gestién de Fauna Silvestre”, vigente desde el 01 de octubre del 2015, el mismo que en numeral
134.1° del articulo 134°, menciona que la investigacién cientifica del Patrimonio se aprueba
mediante autorizaciones, salvaguardando los derechos del pais, respecto a su patrimonio genético
nativo; asimismo, el numeral 134.5° de la citada norma, sefiala que el desarrollo de actividades de
investigacion basica taxonémica de fauna silvestre, relacionada con estudios moleculares con fines
taxonémicos, sistematicos, filogeograficos, biogeograficos, evolutivos y de genética de la
conservacion, entre otras investigaciones sin fines comerciales, son aprobadas mediante
autorizaciones de investigacion cientifica;

Que, segun el numeral 134.2° del Articulo 134° del Reglamento para la Gestiéon de Fauna
Silvestre, aprobado con Decreto Supremo N° 019-2015-MINAGRI, es competencia del SERFOR la
evaluacion de la solicitud, toda vez que la especie objeto de estudio corresponde a Chelonoidis
denticulata “motelo”, especie incluida en el Apéndice Il de la CITES;

Que, mediante Decreto Supremo N° 007-2013-MINAGRI, del 18 de Julio de 2013 y
modificado por Decreto Supremo N° 016-2014-MINAGRI del 3 de Setiembre de 2014, se aprobé el
Reglamento de Organizacién y Funciones - ROF del Servicio Nacional Forestal y de Fauna
Silvestre - SERFOR, el mismo que en su literal g) del articulo 53°, sefiala como una de las
funciones de la Direccién General de Gestion Sostenible del Patrimonio Forestal y de Fauna
Silvestre, la de otorgar permisos de investigacion o de difusion cultural con o sin colecta de flora y
fauna silvestre y sus recursos genéticos;

Figura 8: Resolucién de Direccion General N° 032-SERFOR/DGGDPFFS

Fuente: Servicio Forestal y de Fauna Silvestre (SERFOR), 2018
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ANEXO 9

Figura 9: a) secrecion ocular y narina dilatada b) paciente con ligera deshidratacion,
secrecion oculanasal y salivacion c) pacientecon presencia de liquenificacion, excesiva
secrecion ocular mas inflacién de las narinas proceso cronico

Fuente: Elaboracion propia, 2019.



Figura 10: Ficha clinica de quelonios

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

ANEXO 10
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ANEXO 11

Figura 11: a) Peso del individuo b) sujecion para toma de muestra

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

57



58

ANEXO 12

Figura 12: Toma de muestras de la secrecion de narinas de individuos con enfermedad
respiratoria

Fuente; Elaboracion propia, 2019.



ANEXO 13

Figura 14: a) Microaplicadores (Hisopos) b) Materiales con todo lo necesario para la
toma de muestra.

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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ANEXO 14

Figura 13: Identificacion de los individuos mediante letras
Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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ANEXO 15

Figura 15: a) Tubos de Clary Blair b) rotulacién de tubos c) caja de polietileno para el
transporte de muestras.
Fuente: Elaboracién propia, 2019.
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ANEXO 16

Figura 16: a) Placas con agar de Mueller Hilton b) Discos de antibiéticos seleccionados
segun el estudio

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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ANEXO 17

Cuadro 2: Interpretacion de las antibiogramas en funcion del diametro de las halo de
inhibicion para los antimicrobianos estudiados.

Antimicrobiano | Carga del disco Diametro del halo de inhibicion (mm)
(ug)
S I R
Ampicilina 10(ng) 217 14-16 <13
Amikacina 30(n0) 217 15-16 <14
Ciprofloxacina 5(ug) 221 16-20 <5
Enrofloxacina 5(ug) 221 16-20 <5
Gentamicina 10(pg) >15 13-14 <12
Oxitetraciclina 30(ug) 215 12-14 <11
Ceftriaxona 30(ug) 223 20-22 <19

Fuente: CLINICAL AND LABORATORY STANDARS INSTITUTE. Performance
standards for Antimicrobial susceptibility testing; Twenty-third informational supplement.

January; 2013.



ANEXO 18

Cuadro 3: resultados de andlisis del antibiograma

64

Codigo Sexo Bacteria AMPICILINA AMIKACINA CEFTRIAXONA CIPROFLOXACINA ENROFLOXACINA GENTAMICINA OXITETRACICLINA CUENTA
T-01 M Enterobacter aerogenes R S S S S S R 1
701 M Pasteurella sp. S S S S S S S 1
702 M Aeromona sp. S S § S S S S 1
7-03 M Enterobacter aerogenes R S S S S S R 1
T-04 M Pseudomona sp. R S S S S S R 1
T-04 M Citrobacter freundii R S S R R S R 1
7-05 H Serratia sp. S S S S | S S 1
T-05 H Pseudomona sp. R S S S S S S 1
T-06 H Moraxella sp. R S S S S S | 1
707 H Pasteurella sp. S 9 § S S S S 1
7-08 H Pseudomona sp. R S I S I S S 1
T-08 H Moraxella sp. R S | S | S S 1
7-09 H Klebsiella oxytoca | S S | S S S 1
7-09 H Proteus vulgaris R S S I I S R 1
7-10 M Proteus vulgaris R S S I R S R 1
T-10 M Citrobacter koseri S S S S S S S 1
T-11 M (Aeromona sp. § 9 5 S S S R 1
T-11 M Citrobacter koseri R S S S | S S 1
T-12 M Proteus vulgaris R S S S I S R 1
T-12 M Citrobacter koseri R S S S | S R 1
T-12 M |Aeromona sp. R S S S S S | 1
T-13 H Klebsiella oxytoca R S S S R S R 1
T-14 M Klebsiella oxytoca R S S S R S R 1
T-14 M (Citrobacter koseri R S S S I S R 1
7-15 M Enterobacter aerogenes R S I § S S R 1
T-16 H Pseudomona sp. R 9 S S I S R 1
T-16 H Klebsiella oxytoca R S S S I S R 1
717 M Pseudomona sp. R S R S S S R 1
T-17 M Serratia sp. R S R S S § R 1
T-18 H Pseudomona sp. R S R S R S R 1
T-18 H Proteus vulgaris R S R I R S R 1
7-19 H Pseudomona sp. R S S S | S R 1
7-20 H Pseudomona sp. R S § | | S R 1
7-20 H Moraxella sp. S S S S R S S 1
T-21 H Citrobacter freundii R 9 S S | S R 1
T-21 H Proteus vulgaris R S | S R S R 1
1-22 H Klebsiella oxytoca R 9 R S | S R 1
1-2 H Citrobacter freundii R S S S S S R 1
1-23 H Pseudomona sp. R S S S R S S 1
T3 H Klebsiella oxytoca R 9 § S R R R 1
T-24 H Klebsiella oxytoca R S S S I S S 1
T-24 H Pseudomona sp. R S S | R S R 1
T-24 H Aeromona sp. R S S S | S R 1
7-25 H Pseudomona sp. R S S | R S R 1
T-26 H Pseudomona sp. R S S S R S R 1

Fuente: Elaboracion propia.




