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RESUMEN

Los animales silvestres representan la fuente de la mayoria de infecciones emergentes a nivel mundial.
Laresistenciaalos antibi6ticos mediante la produccion de betal actamasa de espectro extendido (BLEE)
es la mas comin y de importancia en salud publica. Existen ademas enterobacterias patdgenas o
invasivas que pueden presentar factores de virulencia en Escherichia coli diarreagénicay Klebsiella
pneumoniae hipermucoviscosa. El objetivo del presente estudio fue evaluar la frecuencia de E. coli y
Klebsiella sp. productoras de BLEE, junto con lapresencia de sus principales genes virulentos stx1, stx2,
eaeehylAend casodeE. cali y los genes magA y rmpA en K. pneumoniae en primates no humanos de
centros de rescate de la provincia de Maynas, Loreto, Perd. A partir de 28 muestras rectales se aislaron
229 cepas entre E. coli con un 89.5%, Klebsiella sp. 8.7% (K. pneumoniae subsp. pneumoniae 8.3% y
K. oxytoca 0.4%), Enterobacter aerogenes 1.3% y Raoultella ornithinolytica 0.4%. El 35.7% de los
animales muestreados resultaron positivos para el fenotipo BLEE, siendo € 25% positivos para E. coli,
7.1% positivo para K. pneumoniae subsp. pneumoniae BLEE y el 3.5% positivo para ambos agentes.
No se detectaron genes virulentos en ningunade las cepas ailadas. L os primates no humanos del Nuevo

Mundo en semi cautiverio representan un reservorio de enterobacterias BLEE.

Palabras clave: Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, betalactamasas de espectro extendido,

primates no humanos.



ABSTRACT

Wild animals represent the source of most emerging infections globally. Antibiotic resistance through
extended spectrum beta-lactamase (ESBL) production is the most common and the most important for
public health. There are also pathogenic or invasive Enterobacteriaceae that may present virulence
factorsin diarrheagenic Escherichia coli and hypermucoviscosal Klebsiella pneumoniae. The objective
of the present study was to evaluate the frequency of E. coli and Klebsiella sp. producers of ESBL,
together with the presence of their main virulent genes stx1, stx2, eae and hylA in the case of E. coli and
the magA and rmpA genesin K. pneumoniae in hon-human primates from rescue centers of the Maynas
province, Loreto, Peru. From 28 rectal samples, atotal of 229 strains were isolated among E. coli with
89.5%, Klebsiella sp. 8.7% (K. pneumoniae subsp. Pneumoniae 8.3% and K. oxytoca 0.4%),
Enterobacter aerogenes 1.3% and Raoultella ornithinolytica 0.4%. 35.7% of the animals sampled were
positivefor the ESBL phenotype, 25% being positivefor E. coli, 7.1% positivefor K. pneumoniae subsp.
pneumoniae ESBL and 3.5% positive for both agents. It was not detected virulent genes in any of the
isolates. Nonhuman primates from the New World in semi-captivity represent a reservoir of ESBL

enterobacteria

Keywords: Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, extended spectrum betalactamase, non-human

primates.



INTRODUCCION

L os enteropatdgenos son bacterias que, bajo ciertas circunstancias, pueden producir enfermedad a nivel
del sistema gastrointestinal. La Escherichia es un género de enterobacteria Gram negativa que existe
sola 0 en pares, anaerobia facultativa con un tipo de metabolismo fermentador. La especie E. coli es
reconocida como unade las principales no solo por su altaprevaencia, sino por lacapacidad de generar

resistencia a diferentes antimicrobianos (Aguilar, 2015).

La E. coli ademés es uno de los agentes diarreagénicos que se trasmite por € consumo de agua y
alimentos contaminados o mal cocidos. L as cepas causantes de diarrea se han agrupado en sei s patoti pos,
segin sus propiedades de virulenciaz enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC),
enterohemorrégica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC), con adherencia difusa (DAEC) y enteroagregativa
(EAEC) (Farfén et al., 2016). Algunas cepas de cuadros diarreicos son capaces de sintetizar citotoxinas
de lafamilia de las Shigatoxinas, denominada E. coli productora de toxina Shiga (STEC), mediada por
la presencia de genes de bacteriéfagos integrados a cromosoma bacteriano, como son el stx1 y stx2

(Vivanco, 2011).

El patotipo EHEC es un subgrupo dentro de STEC que se diferencia por la presencia del gen eae,
responsable de codificar un factor de adhesion, una proteina de membrana externa, denominada
intimina. Se describe que EHEC son eae (+), mientras que STEC pueden o no ser portadoras de este
gen. Ademés, la STEC puede tener factores de virulencia putativos accesorios, como la hemolisina
enterohemorragica (codificada por enterohemolisina hlyA), responsable del dafio que se produce en €

enterocito (Blanco et al., 2004; Vivanco, 2011).

Entre todos los patotipos, la STEC es importante debido a su capacidad de producir infecciones

zoondticas. Se le atribuyen diversos brotes de enfermedad en humanos asociados a contacto directo con



animales (Marchant, 2013).

Otra de las enterobacterias de importancia clinica son las del género Klebsiella, causante de
enfermedades i nfecciosas oportunistas. Son también bacilos Gram negativos cuya capa més externa esta
formada por una gran cdpsula de polisacéridos. En general, se consideran patégenas de baja virulencia
y en individuos sanos pueden aidarse del tracto digestivo y vias urinarias, sin que sean nocivas
(Contreras, 2014). Las infecciones nosocomiales son causadas principamente por K. pneumoniae, la
especie masimportante del género desde el punto de vistamédico que estdasociadaaunaaltamorbilidad
y mortalidad. Se estima que € género Klebsiella es e responsable del 8% de las infecciones
nosocomiales bacterianas en los Estados Unidos y Europa, 1o cual la sitta entre los ocho patdgenos

infecciosos mas importantes en hospitales (Isquierdo, 2003).

Una forma invasiva de K. pneumoniae, denominada hipervirulenta y que presenta tipicamente un
fenotipo hipermucoviscoso (HMV), hasurgido en las dltimas dos décadas. Se han descrito componentes
capsulares distintos y una mayor cantidad de material capsular en K. pneumoniae HMV. Las cepas de
HMV se han asociado con los serotipos K1 — K6 en humanos, primates no humanos y mamiferos
marinos. Los aisados de HMV estan relacionados con varios genes de virulencia, incluidos rmpA
(regulador del fenotipo mucoide) y magA (asociado a mucoviscosidad). El gen magA codifica una
proteina de membrana externa de 43 kD, mientras que & gen rmpA es un activador transcripcional dela

biosintesis de &cido colanico (Soto et al., 2016).

Los problemas asociados con € desarrollo y la propagacién de la resistencia a los antibiéticos en la
préctica clinica han ido en aumento y actualmente se consideran una amenaza importante parala salud
publica a nivel mundial. Las bacterias, sobre todo entéricas, vienen evolucionando y adaptandose a
situaciones adversas, 10 gque puede contribuir a desarrollo de infecciones graves (Ahmed et al., 2007,
Garcia, 2012). Suincremento por lapresion selectiva que representala utilizacion de antibidticosagran
escala, sobre todo en hospitales, ha permitido la diseminacion de cepas con mecanismos de resistencia
gue reduce las posibilidades de tratamiento eficaz, prolonga el tiempo de tratamiento u hospitalizacion

y obliga a utilizar medicamentos costosos, aumentando el riesgo de diseminacion (Farifia, 2016).



El grupo de bacterias ampliamente difundidas que han incrementado notablemente su resistencia son
los bacilos Gram negativos, especiamente por mecanismos que se distribuyen con facilidad, como la
produccion de enzimas de tipo betal actamasas. Estas son de varios tipos, las de espectro amplio tienen
la capacidad de hidrolizar aminopenicilinas, carboxipenicilinasy cefa osporinas de primera generacion,
mientras que las betal actamasas de espectro extendido (BLEE) inactivan a aquellas cefa osporinas de
tercera e incluso de cuarta generacion (Farifia, 2016). Los antibi6ticos betal actamicos tienen en comin
su estructura molecular con un anillo betalactamico, el cua es responsable en gran parte de su accién
antimicrobiana. Las betalactamasas por tanto rompen este anillo e inactivan estos antibidticos. Esto es
posible gracias a los genes que codifican estas enzimas, que pueden encontrarse en €l cromosoma
bacteriano o pldsmidos, lo cual permite su facil transferencia, representando un reto para el control de

lasinfecciones (Tafur et al., 2008; Amado et al.,2014).

En la actualidad |a resistencia antimicrobiana mediante |a produccién de BLEE es la més comin y de
importancia en salud publica. Los microorganismos asociados mas frecuentes y de mayor relevancia
clinica son K. pneumoniae y E. coli. Su prevalencia es variable en las diferentes regiones del mundo,
siendo América Latina la zona con mayores aislamientos a partir de infecciones humanas con una
frecuencia de 44% en K. pneumoniae 'y 13.5% en E. coli (Amado et al., 2014; Tejada et al., 2015). Los
pacientes con infecciones graves por cepas BLEE tratados con antimicrobianos frente a los que posee
resistenciade ato nivel tienen mal prondstico, con una mortalidad el evada superior al 30% y siendo en
algunos casos hasta del 100% (Sanchez, 2004). En Perq, las infecciones por estas bacterias han ido en

un aumento progresivo, siendo las del tipo BLEE asociadas a una mayor mortalidad (Vadez, 2017).

L a deteccion de bacterias productoras de BLEE en muestras de origen animal tuvo lugar en € afio 2000
y haciareferenciaaunacepade E. coli del tipo SHV-12, aislada en 1998 en Espafiaen un perro enfermo.
A partir de estafecha, el nimero de publicaciones que refieren la deteccion de este tipo de cepas haido
en incremento, incluyendo a partir de animales destinados a consumo humano, animales de compafia

eincluso silvestres (Torresy Zarazaga, 2007).



En cuanto alos animales silvestres, su proximidad en determinadas circunstancias a los seres humanos
y animal es domésticosjuega un papel importante en el intercambio de patégenos, credndose un potencial

reservorio ambienta adicional de bacterias resistentes alos antibi6ticos (Moray Viso, 2017).

Se han reportado algunos estudios de aislamiento de E. coli del tipo BLEE en animales silvestres, uno
de ellos en primates no humanos. En Portugal, a partir de muestras fecales de animales silvestres de
parques naturales, se hallé una frecuencia del 16% de E. coli BLEE (Costa et al., 2006). En Republica
Checa, en el 2013, se report6 una frecuencia del 31% de animal es portadores también de E. coli BLEE
(Dobiasova et al., 2013). En Espaiia, durante € 2014 y 2015, a partir de mamiferos silvestres, entre
zorrosy jabalies, e 10.9% se reportaron como portadores de similar fenotipo (Viso, 2017). Por dltimo,
en el 2009 en China se reportd una prevalencia del 32% para E. coli productora de BLEE en primates

no humanos (Wang et al., 2012).

En cuanto afactores de virulencia, en heces de primates no humanos en Brasil se encontré la ausencia
delos genes stx1y stx2, pero para el gen eae fue positivo en el 27% animal es aparentemente sanos'y €l
47% animales con diarreay / o enteritis. Los aislados de E. coli positivos a gen eae recuperados de
primates no humanos demuestran tener atributos asociados a la virulencia similares con las EPEC

implicadas en enfermedades humanas (Carvalho et al., 2003).

Si bien hasta lafechano se han reportado cepas BLEE de Klebsiella en animales silvestres, se sabe que
la especie K. pneumoniae esta presente en primates no humanos del Vigo Mundo y Neotropicales,
halldndose tanto en la microbiota oral y fecal, sin producir enfermedad clinica, como en individuos
enfermos. Las enfermedades que puede ocasionar esta bacteria se asocian a neumonia, meningitis,
peritonitis, cigtitis, abscesos multisistémicos y septicemia (Quevedo y Lescano, 2014). En un estudio
donde se realizaron hisopados a primates no humanos en laisla de San Cristobal en el Caribe, el 40%
delosanimales cautivosy el 20% de los animal es capturados en el medio silvestre fueron positivos para
K. pneumoniae y el 4% de primates no humanos capturados en vida libre presentaron K. oxytoca.
Ademas, uno de los primates no humano de vida silvestre estaba infectado con una cepa de K.

pneumoniae hipermucoide rmpA positiva (Whitehouse et al ., 2010).



Por lo anteriormente expuesto, el objetivo del presente estudio fue detectar la presencia de
enterobacterias productoras de BLEE y del patotipo E. coli STEC y K. pneumoniae hipermucoviscoide

en primates no humanos del Nuevo mundo albergados en centros de rescate en Loreto, Perq.



MATERIALES Y METODOS

a. Disefio del Estudio
Serealizb un estudio transversal del tipo descriptivo.
b. Lugar deEstudio

La toma de muestras fue realizada en el Centro de Conservacion Pilpintuwasi y en € Centro de
Rescatelalsladelos Monos, ubicados en €l distrito de Punchana e Indiana, respectivamente, ambos
ubicados en la Provincia de Maynas, departamento de Loreto, Perd. El procesamiento y andlisis de
las muestras se realizo en e Laboratorio de Inocuidad Alimentaria de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia (FAVEZ) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH), Lima,

Perd.
c. Poblacién de Estudio

La poblacién del estudio estuvo constituida por primates no humanos del nuevo mundo en semi-
libertad, pertenecientes alas especies. Cacajao calvus del Centro de Conservacion de Pilpintuwasi
y Ateles belzebuth, Lagothrix lagotricha, Pithecia sp. y Callicebus oenanthe del Centro de Rescate

delalsladelos Monos.
d. Tamarno de muestra

En base a una poblacién total de 41 individuos registrado entre ambos centros, se utilizé laférmula
para detectar una enfermedad o prevalencia limite, tomando un nivel de confianza del 95% y en
base a estudio previo segiin Wang et al. (2012) se utiliz6 una prevalencia minima del 32% de
animales portadores de bacterias productoras de BLEE. El resultado obtenido fue de 8 individuos
como minimo para muestrear. Considerando los criterios de inclusién y exclusion, se muestred un

total de 28 animales entre ambos centros.



e. Criteriodeinclusiony exclusién

Seincluyé en el estudio todos |os animales que pudieron ser contenidos y capturados (considerando
e estrés prolongado o posibles lesiones) durante € control sanitario de rutina anual realizado por

cada Centro. No se hizo distincion de género, edad, ni condicién clinica.
f.  Recoleccion de I nformacion

Cada animal seleccionado para el muestreo fue identificado con un codigo para €l registro de datos.

Se recolectd informacién sobre especie, edad, sexo, peso (Anexol).
g. Consideracioneséticas

El presente estudio fue evaluado y aprobado (Constancia 009-01-20) por el Comité Institucional de

Eticaparael uso de Animales de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.
h. TomadeMuestras

Las muestras fueron recol ectadas durante el control sanitario realizado por ambos Centros durante
el 2019. Secapturé alosanimales con laayudadelos cuidadoresy selosinmovilizé con anestésicos,
bajo la supervision del médico veterinario a cargo de ambos Centros y un especidista en fauna

silvestre.

Se procedio alimpiar laregion perineal con alcohol de 70° e inmediatamente después se introdujo
en el recto un hisopo estéril, que se guardd en un medio de transporte Amies para ser amacenado
en una cgja isotérmica con 2 bolsas de gel refrigerante, que, posteriormente fueron mantenidos en
refrigeracion a 4°C. Las 28 muestras fueron recolectadas en el transcurso de 5 dias y finamente
fueron transportadas hacia el 1aboratorio para su procesamiento bajo las mismas condiciones, alos

7 dias después de la primera toma.

i. Aislamiento de enterobacterias

Considerando € tiempo transcurrido del muestreo, cada muestra fue pre — enriquecida en caldo de

cultivo Brain Heart Infusion (HIMEDIA, India) a37°C de un diaparaotro. Parael aidamiento, cada



muestraindividual en caldo se sembré mediante la técnica de agotamiento en un medio MacConkey
(Oxoid, EEUU), incubandose seguidamente a 37°C por 24 horas. Luego se selecciond un minimo
de 5 colonias a azar por placa que tuvieran las caracteristicas de estar aisladas, fermentar lactosay
ser de aspecto seco 0 mucoide.

Una vez que las colonias se aislaron completamente en una segunda siembra bagjo las mismas
condiciones, cada una fue identificada mediante pruebas bioguimicas basicas como: urea, SIM
(sulfato-indol-motilidad) y citrato de Simmons. Aquellas colonias que no pudieron ser confirmadas
mediante bioquimica béasica, fueron identificadas mediante un kit comercia de bioguimica
semiautomatizada (APl 20E, bioMérieux, Francia), ademés de la prueba de rojo metilo (Fernandez
et al., 2010). Seguidamente se seleccionaron solamente aquellas cepas confirmadas como
Klebsiella sp., Enterobacter sp. y E. coli, paralaposterior determinacion del perfil BLEE (Winn et

al., 2008).

j. Determinacion del fenotipo BLEE

Para determinar s las cepas seleccionadas eran presuntivamente productoras de BLEE, se
sembraron en un agar cromogénico HiCrome® ESBL (HiMedia, India) suplementado con
Ceftazidima (1.5 mg), Cefotaxima (1.5 mg), Ceftriazona (1 mg), Aztreonam (1 mg) y Fluconazol (5
mg). Un resultado positivo se consideré cuando hubo crecimiento de la cepa ademas de una

coloracion verdosa (Klebsiella sp. 0 Enterobacter sp.) o rosada (E. cali).

Parala confirmacién de la produccion de BLEE, se realizo la prueba de difusion en agar con disco
combinado con cefa osporinas (CLSI M100, 2018). Se prepar6 una concentracion de McFarland de
0.5 para cada cepa (positiva al agar cromogénico ESBL ), con la ayuda de un espectrofotometro a
una longitud de onda de 625 nm. Posteriormente se sembré con un hisopo en tres direcciones en
agar Mudler-Hinton (HiMedia, India), se dgjé atemperatura ambiente por 5 minutosy se colocaron
para cepas de E. coli y Klebsiella sp. 1os siguientes discos de antibidticos: Cefotaxima (CTX, 30
mcg), Cefotaxima més Ac. Clavulanico (CTL, 30/10 mcg), Ceftazidima (CAZ, 30 mcg) y
Ceftazidima més Ac. Clavulanico (CAL, 30/10 mcg). Mientras que para Enterobacter, se usod

Cefepima (FEP, 30 mcg) y Cefepima més Ac. Clavulanico (FEL, 30/10 mcg), en lugar de
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Cefotaxima. Cada antibiotico se coloco a 30 mm de su combinacion con Ac. Clavulanico en
diagonal, formando una X entre los 4 discos. Una cepa fue confirmada como BLEE cuando € halo
de inhibicion del disco de cefalosporina més e Ac. Clavulanico fue = 5 mm respecto a disco de
cefalosporina sola. Se incluy6é ademés un control positivo de K. pneumoniae subsp. pneumoniae
ATCC 700603 productora de BLEE y un control negativo de E. coli ATCC 25921 susceptible a
antibidticos, ambas cepas pertenecientes a Laboratorio de Nutricion e Inocuidad Alimentaria de

FAVEZ-UPCH.

k. Extraccion de DNA gendémico

Todas las cepas confirmadas como K. pneumoniae. y E. coli fueron dispuestas para readlizar la
extraccion de DNA mediante choque térmico, siguiendo e protocolo descrito por Santos et al.
(2001). Para €lo, cada cepa se resembrdé en medio de cultivo Triptona Soya Agar (Oxoid,
Inglaterra), a37 °C por 24 horas. Luego, con un asade siembra estéril se cogieron 2 colonias grandes
y sediluyé en 1 ml de agua destilada estéril en microtubos de 1.5 ml. Luego se coloco en bafio Maria
a 90°C por 10 minutos e inmediatamente después se paso a congelar a— 20°C por otros 10 min.
Finalmente se centrifugd a 13000 rpm por 5 miny se colocd el sobrenadante en un nuevo microtubo.
Luego, lacantidad de DNA extraido se midié con un equipo de espectrofotometria NanoDrop (The

Thermo Scientific™, EE. UU.).

|. Caracterizacion molecular de patotiposde E. coli

Para las cepas de E. coli aisladas se evaluo la presencia de los patotipos STEC y EHEC. Se sigui6
el protocolo de PCR Multiplex y secuencias de cebadores descritas previamente (Paton A. y Paton
J., 1998). Se incluyé ademas como control positivo DNA de una cepa de E. coli O157:H7

perteneciente al Laboratorio de Nutricién e Inocuidad Alimentaria de FAVEZ-UPCH.

Para la preparacion del Master Mix de la reaccion de PCR se incluy6 2 pl de DNA de cada cepa,
con una concentracion promedio de 43.1 ng/ul, en una reaccién con un volumen final de 20 pl, €

cual contenia 10X PCR Buffer, 2 mM de MgS0O4, 0.25 uM de cada cebador (Cuadro 1), 0.2 mM de
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dNTP Mix (QIAGEN, Alemania) y 1.5 U /50 ul de Tag DNA Polimerasa (Applied Biologica

Materials Inc., Canadd), completando € volumen con agua grado molecular.

Cuadro 1. Secuencia de cebadores para la deteccion de los genes stx1, stx2, eae e hylA en E. coli

Secuencia (5°-3) Gen Tamafio (bp)

F: ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC stx1 180
R: AGAACGCCCACTGAGATCATC

F: GGCACTGTCTGAAACTGCTCC stx2 255
R: TCGCCAGTTATCTGACATTCTG

F: GACCCGGCACAAGCATAAGC Eae 384
R: CCACCTGCAGCAACAAGAGG

F: GCATCATCAAGCGTACGTTCC hylA 534

R: AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT

Stx1, Stx2: genes de toxina Shiga, eae: gen de intimina; hylA: gen de enterohemolisina; F: forward, R: reverse,
bp, pares de bases.

Para la amplificacion por PCR se utiliz6 un termociclador (PTC 100TM, Programmable Thermal
Controller, EE.UU), que se programd con las siguientes condiciones: temperaturainicial de 95 °C
por 4 minutos, seguido de 10 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 1 minuto, anillamiento a 65°C
por 2 minutos, que posteriormente se fue reduciendo hacia 60°C por 2 minutos para €l ciclo 15, y
extension a 72°C por 1.5 minutos, que fue aumentando a 2.5 minutos a partir del ciclo 25 a 35,

terminando con una extension final a 72°C por 10 minutos.

Una vez obtenidos los productos post-PCR, se realizé una electroforesis en un gel de agarosa al
1.5% con bromuro de etidio (13 mg/ml), en un buffer TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1X. Se mezclo
9 ul de cada producto con 3 pl del buffer de Gel Loading Buffer (Sigma-Aldrich, EE.UU) y
posteriormente se coloco en cada uno de los pocillos del gel. Ademas, se incluyd un marcador
comercial de tamafio molecular de 100 pares de bases (Tracklt TM 100 bp DNA Ladder, Life

technologies, EE.UU), un blanco (Master Mix sin DNA) y DNA control positivo que conteniatodos
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los genes (E. coli O157:H7). El gel de agarosa con |os productos fue sometido a80 V, 120 mA por

70 minutos y luego visualizado bgjo luz UV en un transiluminador.

m. Deteccion molecular de K. pneumoniae hiper mucoide

Paralas muestras de K. pneumoniae., se evalud la presenciade | os factores de hipermucoviscosi dad,
siguiendo el protocolo y cebadores de Huang et al. (2015) en € cua seidentificaron los genes magA
y rmpA. Se utiliz6 como control positivo DNA de una cepa de K. pneumoniae H1134, donada por

laDra. Carmen Ardanuy del Institut —Catal4 de la Salut, Barcel ona, Espafia.

En cada Master Mix, para cada gen, en reacciones por separado, seincluy6 2 ul de DNA cada cepa,
con una concentracion promedio de 67.6 ng/ul, en una reaccién con un volumen final de 20 pl, €
cual contenia 2 pl de 10X PCR Buffer, 0.5y 0.4 uM de cebador (Cuadro 2), 0.2 mM dNTP Mix,
25mMy 2 mM de MgCl y 5U /ul de Tag DNA Polimerasa, completando € volumen con agua

grado molecular.

Cuadro 2. Secuencia de cebadores para la deteccion de los genes magA y rmpA en K. pneumoniae

Secuencia (5’-3) Gen Tamafrio (bp)

F: GGTGCTCTTTACATCATTGC magA 1282
R: GCAATGGCCATTTGCGTTAG
F: ACTGGGCTACCTCTGCTTCA rmpA 535

R: CTTGCATGAGCCATCTTTCA

magA: gen asociado a mucoviscosidad; rmpA: gen regulador del fenotipo mucoide; F: forward, R: reverse, bp,

pares de bases.

Para e Master Mix de magA, se programod e termociclador con las siguientes condiciones:
inicialmente se colocd a una temperatura inicial a 94 °C por 4 minutos, seguido de 30 ciclos que
consistian en desnaturalizacion a94 °C por 1 minuto, anillamiento a 55°C por 1 minuto y extensién
a72°C por 1 minuto, y, paraterminar, una extension final a 72°C por 5 minutos, y parael Master

Mix de rmpA, inicialmente se coloc6 a una temperaturainicia a 94 °C por 4 minutos, seguido de
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30 ciclos que consistian en desnaturalizacién a 94 °C por 45 segundos, anillamiento a 52°C por 1

minuto y extension a72°C por 1 minuto, y, paraterminar, una extension final a 72°C por 5 minutos,

Una vez obtenidos los productos post-PCR, fueron sometidos a electroforesis bgjo las mismas
condiciones descritas anteriormente. Ademas, se incluyd un marcador comercia de tamafio
mol ecular de 100 pares de bases (Invitrogen™ 100 bp DNA Ladder, EE.UU), un blanco (MasterMix

sin DNA) y un control positivo que portaba ambos genes, DNA de K. pneumoniae H1134.
n. Andlissderesultados

Para analizar la informacién descriptiva se utilizd tablas de frecuencia para la presentacion de los
resultados de acuerdo ala variable especie y ala proporcion de monos positivos ala produccion de
BLEE en cepas de E. coli y Klebsiella. Asi también parala presentacién de los genes encontrados

a PCR paraE. coli y Klebsiella sp.
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RESULTADOS

Se muestrearon un total de 28 primates no humanos de cinco especies. 10 (Cacajao calvus) fueron del
Centro de Conservacion “Pilpintuwasi” y 18 (Ateles belzebuth, Lagothrix lagotricha, Pithecia sp. y
Callicebus oenanthe) del Centro de Rescate “La Isla de los Monos”, con un rango de edad de 5 mesesa

12 afios y un promedio de 4 afiosy 6 meses (Anexo 1).

Delos 28 animales evaluados, el 35.7% resulto ser portador de cepas productoras de BLEE. El 25% fue
portador de E. cali, e 7.1% de Klebsiella sp., mientras que € 3.5% resulté portador para ambos tipos

de bacterias BLEE (Cuadro 3). Ninguno de | os animal es muestreados presento signos clinicos evidentes.

Cuadro 3. Distribucion de especies de primate no humano portadores de enterobacterias BLEE

Especiede primates Numero de NuUmer o de animales portadores BLEE
no humano animales E. coli Klebsiellasp.  E. aerogenes E.coliy
Klebsiella sp.
C. calvus 10 4 1 - 1
A. belzebuth 4 1 1 - -
L. lagotricha 10 - - -
Pithecia sp. 3 1 - - }
C. oenanthe 1 1 - - -
Total 28 7 2 0 1

Selogré aidar un total de 229 cepas de enterobacterias fermentadoras de lactosa, identificandose como
E. coli € 89.5%, Klebsidla sp. 8.7% (K. pneumoniae subsp. pneumoniae 8.3% y K. oxytoca 0.4%),

Enterobacter aerogenes 1.3% y Raoultella ornithinolytica 0.4% (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Distribucion de enterobacterias aisladas segun especie de primate no humano

Especie de NUmero de NUmer o de cepas aisladas
primate muestras  E. cali Klebsiellasp. E.aerogenes R. ornithinolytica
C. calvus 10 75 9 - 1
A. belzebuth 4 22 7 1 -
L.lagotricha 10 77 2 - -
Pithecia sp. 3 23 2 2 -
C. oenanthe 1 8 - - -
Total 28 205 20 3 1

A partir del agar cromogénico HiCrome® ESBL, todas |as cepas aisladas crecieron con una coloracion
rosada o verdosa. La prueba de disco combinado para el fenotipo productor de BLEE confirmé que un
7.8% (18/229) del total de cepas fueron positivas, 3.9% (9/229) de E. coli y 3.9% (9/229) de Klebsiella
sp. Del total de cepas de E. coli aidadas un 4.3% (9/205) fue positivo y entre las cepas

K. pneumoniae subsp. pneumoniae un 45% (9/20) result6 también positivo para BLEE.

Ninguno de los genes de virulenciaeae, hyla, stx1y stx2, de los patotipos STEC y EPEC paraE. cali, 0

magA y rmpA para Klebsiella sp. hipermucoide fueron detectados en las cepas aisladas (Anexo 2 y 3).
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DISCUSION

En el presente estudio se logro aislar 1os géneros de Escherichia, Enterobacter, Klebsiella y Raoultella,
en primates no humanos, aparentemente sanos, muestreados en los dos centros de rescate en €

departamento de Loreto.

En e estudio realizado por Sanchez et al., laE. coli fue uno de los agentes principal es involucrados en
diarreaen criade primates en cautiverio, donde ademés se identificaron 7 serotipos de EPEC, los cuaes
tenian relevancia por su potencia zoondtico. Asimismo, mencionan un reporte de colitis ulcerativa en
primates causada por cepas EPEC (Sanchez et al., 2015), ademés que la presencia del gen eae en
primates no humanos, tanto en animal es sanos como en animal es con diarreay/o enteritis, puede resultar
en mortalidad (Carvalho et al., 2003). Lo que demuestra que, aunque € animal esté sano puede ser
portador de patotipos que bgo ciertas condiciones podria convertirse en patégeno ademés de

transmitirse.

Similar a presente estudio, Carvalho et al. (2003) no detectaron la presencia de los genes stx1 y stx2 en
cepas de E. cali. Se han realizado estudios con model os animal es (entre ellos primates no humanos) que
imitan los sintomas clinicos de STEC en humanos, para revelar la base molecular de |os trastornos del
sistema nervioso central inducidos por stx. Las respuestas innatas y celulares del huésped excesivas 0
incontrol adas desencadenadas por stx, pueden provocar la sensibilizacion delas célulasa dafio mediado
por toxinas lo que conduciria a inmunopatologias (Lee y Tesh, 2019). Es por €lo la importancia de
realizar estudios de vigilanciamolecular de genes virulentos en mencion en cepas de E. coli comensales,
ya que esto significa un problema de salud publica, particularmente en areas laborales con contacto

estrecho con animales o con descarga de aguas tratadas

Clinicamente, en primates no humanos, K. pneumoniae se asocia con peritonitis, septicemia, neumonia

y meningitis (Burke et al., 2009). Laenfermedad se asocia frecuentemente con infeccidn concurrente
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de Pagteurella multocida y afecta a animales debilitados por estrés, siendo los lactantes y juveniles
altamente susceptibles (Terio et al.,2018). En humanos, las cepas invasivas de K. pneumoni ae causantes
de mortalidad han sido asociadas a la presencia del fenotipo de HMV (Quevedo y Lescano, 2014).
Ademés, se han observado multi ples abscesos abdominal es después de lainfeccion con este tipo de cepa
en monos verdes africanos (Chlorocebus sabaeus) (Whitehouse et al., 2010; Terio et al., 2018). En €
presente estudio, en el 21% de los animales se hallé a menos una cepa de K. pneumoniae, y aungue la
mayoria eran aln juveniles, ninguno presentd agun sintoma relacionado ni abscesos. Esto puede ser
debido a, como ya se menciono con anterioridad, la capacidad oportunista, por 1o que mientras el animal

se encuentre en buenas condiciones, no presentaria cuadros de infeccion.

En un estudio realizado en Iquitos se aidaron K. oxytoca y E. aerogenes, ademas de E. coli en primates
no humanos con cuadros de diarrea (Sanchez et al., 2015). E. aerogenes es considerado un patdgeno
oportunista que rara vez causa enfermedades en individuos sanos. Como oportunista, se ha reportado
como patdgeno nosocomial en pacientes humanos en cuidados intensivos, especialmente aguellos que

reciben ventilacioén mecanica. (Sanders W. y Sanders C., 1997; Davin-Regli y Pagés, 2015).

Asimismo, Raoutella sp. ha tenido mayor relevancia en los Ultimos afios, en especia las especies
R. planticola y R. ornithinolytica; sin embargo, no se le ha dado la debida atencién a infecciones
asociadas por la dificultad que presenta su identificacion utilizando métodos convencionales ya que
presenta caracteristicas similares a Klebsiella sp. Esto resultaria un problema para un mejor
entendimiento de su epidemiologia y comportamiento en el entorno intrahospitalario (Castillo et
al.,2018). Aun asi, en el estudio de Silva et al. (2019) se identificaron ambas especies de Raoutella sp.
en primates no humanos en vida libre en Brasil, a partir de hisopados oralesy rectales. En el presente
estudio, aungue a inicio se tuvo problemas en su identificacion, con la ayuda de un kit comercia de
bioquimica semiautomatizada se identificé a R. ornithinolytica en uno de los primates no humanos
muestreados. La baja frecuencia podria representar un papel no importante, sumado a que no existen

reportes de su implicacién en cuadros clinicos en primates no humanos.

Por otro lado, sobre resistencia antibacteriana, en el Pert un estudio hall 6 enterobacterias con resistencia

antibi 6tica en primates no humanos de otro Centro de Rescate (Ikama Per), ubicado en el departamento
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de Loreto. Las bacterias con mayor porcentgje de aislamiento fueron E. coli 42.5% y Serratia 27.4%;
donde los aislados mostraron mayor frecuencia de resistencia a cefalotina (46.2%), amoxicilina -acido

clavulnico (31.1%), tobramicina (30.2%) v tetraciclina (24.5%) (Medinaet al., 2017).

La produccién de BLEE, especialmente en Enterobacteriae, es uno de los mecanismos de resistencia
antibi6tica masimportante que haido en aumento en | os Ultimos afios, no solo en humanos, sino también
en animales. El uso indiscriminado de antibidticos, unido a la gran movilizacion que se da en las
poblaciones humanas, facilitala diseminaci6n de bacterias multi-resistentes, en especid |as productoras

de BLEE (Valdez, 2017).

Ladiseminacion de E. coli BLEE es rdpiday extensa. Aungue no hay una explicacion bien justificada,
se sospecha de diferentes factores que pueden participar en su adquisicion a través de la comida,
transmision de portadores fecales de persona a persona y diseminacién de microorganismos en €l

ambiente, através de animales domésticosy silvestres (Aguilar, 2015).

Delas5 especies de primates que fueron muestreados en el presente estudio, 4 de ellos fueron portadores
de E. coli BLEE, siendo el grupo de C. calvus € de mayor frecuencia, seguido de los A. belzebuth,
Pithecia sp. y Callicebus sp. En e caso de los C. calvus fueron muestreados en mayor cantidad, lo que
podria haber influido en encontrar mayor frecuencia de cepas BLEE en este grupo. Sin embargo, en €
grupo de L. lagotricha que contaba con la misma cantidad de individuos, no se hall6 € estado de
portador a cepas BLEE en ningln individuo. Si bien € primer grupo eran animales adultosy € segundo
presentd en su mayoria animales juveniles, no hay reportes que confirmen que haya una predisposicién
seglin la edad. No obstante, |a probabilidad de presentar estas bacterias puede ser mayor en adultos

debido a que pudieron estar més tiempo expuestos a personas, animales o ambientes contaminados.

Seguin la bibliografia consultada hasta la fecha, € presente estudio seriael primero en donde se detecta
K. pneumoniae subsp. pneumoniae productora de BLEE en primates no humanos, con una frecuencia
de 10.6 %. Wang et al. (2012), en China, encontr6 solamente E. coli BLEE en primates no humanos con
una prevalencia de 32%, similar a lo encontrado en e presente estudio, aungque en menor porcentaje

paraE. coli. Sin embargo, apesar de que ambos estudios fueron en primates no humanos, no pueden ser
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del todo comparados, ya que difieren en € tamafio de la poblacién y de muestra, tipo de habitat
(cautiverio o semi libertad), entre otros. Siendo lamayor diferenciael tamafio de muestra, ya que Wang
et a. (2012) muestred a un total de 206 primates en 6 zool 6gicos de China, mientras que en este estudio

se muestred a 28 animales en 2 centros de rescate.

Las posibles fuentes para la rapida diseminacion de bacterias productoras de BLEE incluyen animales,
el medio ambiente, laimportacion através de vigies y latransmision directa dentro de los hogares y la
comunidad (Doi et al.,2017). Por €ello e tipo de hébitat y alimentacién son factores importantes de
considerar para la presencia de BLEE, los zooldgicos cuentan con ambientes especiamente
acondicionados para € mantenimiento y exhibicidn de especimenes, ademés que los animales deben
tener unaalimentacion apropiada (OSINFOR, 2020), mientras que en los centros de rescate que se visito,
los animales se encontraban semi libertad, y ademés de la dieta que recibian por parte de cada centro,
podian consumir hojas o frutos de la zona, ademés de estar en contacto con animales de otras especies

incluyendo domésticos 0 humanos.

Otro factor importante a considerar es que en la mayoria de los zool 6gicos se tiene conocimiento de la
procedencia de |os animales ya que nacen en cautiverio (son comprados o provienen de otro zool 6gico),
habiendo excepciones que a igua que en los Centros de Rescate, reciben animales que fueron
decomisados. Unalimitante del estudio fue que algunos de | os animal es fueron decomisados por 1o que
no se conocio lahistoria clinica o antecedentes y se debe considerar que en lamayoria de |os decomisos

se encuentran hacinados |os animales muertos, enfermos y/o desnutridos.

Por otro lado, como se sabe |as zoonosis se transmiten de | os animales al hombre, como es el caso dela
salmonel osis o0 shigelosis. Sin embargo, también puede ocurrir antropozoonosi s, en enfermedades como
hepatitis, herpes simple o sarampion. También existe € caso en que la transmisién es por zoonosis 0
antropozoonosis, como latuberculosis. Esto puede afectar alos primates no humanos acentuado por €l
tréfico y tenenciailegal de especies silvestres, que asu vez pueden retransmitir en ciertas circunstancias
una infeccion a hombre (Achay Szyfres, 2001; Terio et al., 2018). Se considera que los animales,
particularmente silvestres, son la fuente del 70% de todas las infecciones emergentes a nivel mundial

(Kuiken et al., 2005). Un informe identificd mas de 25 brotes de enfermedades infecciosas en humanos
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durante un periodo de 10 afios (1990 a 2000) asociados con visitas a exhibiciones de animales (Ahmed
et a., 2007). Por €llo, en e presente estudio se reaizd un andlisis molecular atodas las cepas, tanto E.
coli como Klebsiella sp., a fin de encontrar genes especificos de factores de virulencia. Debido a
potencial zoondtico que representarian cepas patogénicas de animales y e impacto que podria
representar en la salud publica, es relevante realizar estudios en Centros de Rescate que reciben visitas
diarias de turistas internacionales y nacionales que podrian entrar en contacto con estos animales,
ademés de los voluntarios y cuidadores. Debiendo implementarse un protocolo de bioseguridad mayor
€como prevencion y una correcta antibioterapia en cuadros clinicos en base alos resultados del presente

estudio.

E. coli STEC es zoonética debido a su implicancia en diarrea en humanas, por |o que se han realizado
diversos estudios en animales a fin de detectar los reservorios de los diferentes patotipos (Marchant
,2013). En € estudio de Marchant (2013) se analizaron 326 animal es de diferentes especies, delos cuales
53 eran primates no humanos. Aungue se hallaron animal es portadores de E. coli STEC, ninguno delos
primates del estudio resultd positivo. Otro estudio resultd negativo en lablsgueda de genesde virulencia
para STEC en 56 primates no humanos entre sanos y enfermos (Carvalho et al., 2003). En € presente
estudio, ninguno de los aislados presentd genes asociados a STEC. Sin embargo, a pesar de los
resultados en ambos estudios, no se puede descartar que otros primates no humanos sean portadores, ya

que e tamafio de muestra no fue representativo para otras especiesy otros lugares.

Por otra parte, los fenotipos emergentes de HMV de K. pneumoniae se han asociado con una mayor
invasividad y patogenicidad en primates (Soto et al., 2016). En un grupo de Chlorocebus sabaeus en
Estados Unidos, se observé mltiples abscesos abdominal es después de lainfeccion con cepas de HMV.
Esta infeccion estd asociada con cuadros severos como peritonitis y adherencias mesentéricas que
conducen a un absceso multisistémico, €l cual puede resultar en un dificil tratamiento farmacol égico
(Terio et al., 2018). Ademaés, se reportd un caso en un Macaca fascicularis (transportado de Cambodia
aJapon), que fue diagnosticado con unainfeccion septicémica con meningoencefditis supurativa difusa
severa causada por K. pneumoniae, donde se encontr6 el gen k2A 'y rmpA pero fue negativo parael gen

magA, sumado a la evidencia de resistencia a la bencilpenicilina, ampicilina, colistina, lincomicinay
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clindamicina (Kasuya et al., 2017). En humanos, el sindrome de absceso hepatico por K. pneumoniae
esta caracterizada por absceso hepético primario, bacteriemiay complicaciones metastési cas (abscesos
pulmonares, cerebrales, de psoas, osteomielitis, meningitisy endoftalmitis) con elevada mortalidad (10-
40%) (Barbeito-Castifieiras, 2017). Debido a lo expuesto anteriormente, cepas aidadas poseedoras del
genotipo HMV, sumado ala posibilidad de que ademés tenga resi stencia antibidtica por produccion de
BLEE, podrian ocasionar un sinergismo con consecuencias severas. Por 10 que esimportante el estudio
o vigilancia de la epidemiologia molecular de estas cepas en € contexto de animales silvestres,
considerando € hallazgo de cepas de K. pneumoniae con €l fenotipo BLEE en €l presente estudio.
Asimismo, aunque es necesario realizar mas investigaciones para determinar €l potencial zoonético del
tipo HMV de K. pneumoniae, un estudio en leones marinos de California sugiere la posibilidad de que
animales de vida silvestre esté adquiriendo infecciones por exposicion a humanos o desechos de los

mismos (Whitehouse et al., 2010).

En cuanto a los principales mecanismos de resistencia de las enterobacterias productoras de BLEE, la
mayoria son codificados por € gen bla (TEM, SHV y CTX-M, siendo CTX-M la més frecuente en la
actualidad). En €l presente estudio si bien se detect6 €l fenotipo BLEE en las cepas evaluadas, no se
pudo determinar a qué familia del gen bla pertenecian, 1o cual es necesario para tener un mejor
entendimiento de la epidemiologia molecular de estas bacterias en fauna silvestre. Por gjemplo, segin
e estudio de Torres y Zarazaga (2007), cuando se compard los tipos de CTX-M predominantes en
bacterias de origen humano en distintos paises con los tipos de CTX-M detectados en cepas de origen
animal, se evidencié una cierta relacion entre la distribucion geografica de cada tipo de CTX-M en las

cepas de origen humano y las de origen animal.

Unade laslimitantes que se presento en el presente estudio fue la conservacion de las muestras. Se sabe
quelasobrevivenciadelasbacterias en el medio de transporte depende de variosfactores. Estosincluyen
¢l tipo de bacteria, tiempo de transporte, temperatura de conservacién, concentracién de bacterias en la
muestray formulacion del medio de transporte. Aungue a gunos microorganismos pueden resistir en €l

medio de transporte durante tres 0 més dias, es conveniente que la muestra llegue al laboratorio antes

22



de las 24 horas (LabLinsan, 2012). En €l presente estudio, las muestras estuvieron mas de 72 horas en

el medio de transporte hastallegar ala ciudad de Lima.

Considerando los hallazgos del presente estudio que demuestran que los animal es muestreados pueden
ser portadores de cepas BLEE, se recomienda en lo posible € cultivo y la identificacion de los
organismos bacterianos infecciosos y su eval uacion de la sensibilidad alos antibi6ticos paraunaterapia

efectiva.

Por otra parte, los animal es portadores de | as cepas productoras de BL EE podrian representar unafuente
de transmision, siendo de importancia parala medicinade la conservacion. Ademés, a pesar de que hay
centros de rescate que no permiten el contacto directo entrelosturistas con los animales, aln hay algunos
gue usan como Su mayor atractivo lainteraccion humano-animal, pudiendo causar impacto en la salud
publica.

El halazgo de estas bacterias productoras de BLEE sugiere que se debe tener en consideracion la
evaluacion de animales decomisados, por ello esimportante la vigilancia epidemiol 6gica de patdégenos
tanto en animal es silvestres decomi sados como en humanos con 10s que estuvieron en contacto, paraasi
poder entender mejor la dinamica de las enfermedades, y proponer un mejor protocolo de prevencion

de posibles brotes y de transmision de infecciones zoondticas y antropozoondticas.
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CONCLUSIONES

L as enterobacterias cultivables fermentadoras de lactosa ai sladas de heces de primates no
humanos correspondieron a E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca, E. aerogenesy

R. ornithinolytica.

L as enterobacterias con fenotipo BLEE encontradas correspondieron a E. coli y K.
pneumoniae, con una frecuencia de 7.8% del total de cepas aisladas.

L os primates no humanos del Nuevo Mundo en semi cautiverio portan enterobacterias
resistentes a antibidticos, a presentar una frecuencia de mas del 30% de bacterias del tipo
BLEE.

No se encontrd la presenciade E. coli STEC o EPEC y K. pneumoniae hipermucoide en los

primates no humanos de |os Centros de Conservacion y Rescate eval uados.
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RECOMENDACIONES

Evaluar en otros centros de rescate, tanto en primates no humanos como en otras especies de
animales, lafrecuencia de cepas productoras de BLEE.

Genoatipificar las cepas productoras de BLEE para determinar e tipo de familia (CTX, SHV o
TEM) encargado de codificar la produccion de betal actamasas de espectro extendido.
Determinar otros fenoti pos de resi stencia antimicrobiana diferentes BLEE en | as cepas aisladas.
Realizar cultivos microbiolégicos y antibiogramas antes de instaurar la terapia antibidtica en

animales silvestres que presente infecciones del tipo bacteriano.
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ANEXOS

Anexo 1.- Datos coleccionados de los primates no humanos muestreados de ambos centros

Codigo | Nombre | Especie Edad Sexo Peso Procedencia
P1 Cristian Cacgjao calvus 8 afos Macho | 4,31kg | Pilpintuwas
P2 Greg Cacgjao calvus 7 anos Macho | 4,14kg | Pilpintuwas
P3 Eva Cacgjao calvus 6 anos Hembra | 3,45kg | Pilpintuwas
P4 Lisa Cacgjao calvus 7 anos Hembra | 3,51 kg | Pilpintuwas
P5 Britta Cacgjao calvus 6 anos Hembra | 4,83kg | Pilpintuwas
P6 Angie Cacgjao calvus 10 afios Hembra | 4,86 kg | Pilpintuwas
P7 Paulie Cacgjao calvus 12 afios Hembra | 3,94 kg | Pilpintuwas
P8 Perla Cacgjao calvus 8 afos Hembra | 3,50 kg | Pilpintuwas
P9 Kiara Cacgjao calvus 3 afos Hembra | 3,33kg | Pilpintuwas
P10 Lola Cacgjao calvus 5 afos Hembra | 4,20kg | Pilpintuwas
2 afosy
IM1 Lucero Ateles belzebuth | medio Hembra | 550kg | IsladelosMonos
2 afosy
IM2 Emma Ateles belzebuth | medio Hembra | 6,40kg | Isadelos Monos
IM3 Panchita | Lagothrix 3 afos Hembra | 4,30kg | Isadelos Monos
2 afosy
IM4 Mosita Lagothrix medio Hembra | 4,00kg | Isladelos Monos
IM5 Azucena | Atelesbelzebuth | 5 afos Hembra | 6,50kg | Isadelos Monos
IM6 Tonia Lagothrix 3 afos Hembra | 530kg | IsadelosMonos
IM7 Pepito Lagothrix 3 afios Macho | 3,60kg | IadelosMonos
IM8 Maruja Lagothrix 3 afos Hembra | 4,10kg | Isadelos Monos
IM9 Carlos Lagothrix 10 afios Macho | 6,20kg | IsadelosMonos
lafoy
IM10 | Ben Pithecia medio Macho | 1,30kg | IsladelosMonos
IM11 | Sarita Pithecia 1 ano Hembra | 1,45kg | Isadelos Monos
IM12 | Tim Pithecia 1 afo Macho | 1,50kg | IladelosMonos
IM13 | Max Callicebus Macho | 0.80kg | IsladelosMonos
IM14 | Coffe Lagothrix 5 meses Macho | 1,20kg | IsladelosMonos
IM15 | Lino Ateles belzebuth | 4 aios Macho | 7,00kg | IsladelosMonos
IM16 | Lili Lagothrix 1 afo Hembra | 2,30kg | Isadelos Monos
IM17 Paquito Lagothrix 1 afio Macho | 2,20kg | IladelosMonos
lafoy?2
IM18 | Moana Lagothrix meses Hembra | 2,20kg | Isadelos Monos
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Anexo 2.- Electroforesis en gel del PCR amplificado de la cepa control para E. coli con los genes eae, hylA, Stx1

y Stx2 y algunas cepas de E. coli aisladas en el estudio.

GonEp
5 bp
donbp

soobp
200 bp

100 bp

(1) Ladder. (2) Blanco. (3) Control positivo para los 4 genes. (4, 5, 6, 7, 8) Cepas de E. coli aislados de los primates

no humanos muestreados.

Anexo 3.- Electroforesis en gel del PCR amplificado de la cepa control para K. pneumoniae con el gen magA'y el

gen rmpA

1300 bp

(1,5) Ladder. (2,6) Blanco. (3,7) Control negativo. (4) Control positivo para gen magA. (8) Control positivo para gen

rmpaA.
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