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Resumen

Se estudié la flora bacteriana y su patrén de sensibilidad antimicrobiana en la cavidad oral de 33 monos Saimiri oerstedii:
31 silvestres y 2 en cautiverio. Con torunda estéril se rasparon los dientes y la cavidad bucal de cada mono y se resuspendié
en 2 mL de solucidn salina estéril (0.85%); se prepararon tubos de transporte para cultivos acrobios y anaerobios y una vez
en el laboratorio, se inocularon placas de agar sangre que se incubaron en aerobiosis y anaerobiosis. Los aislamientos se iden-
tificaron con sistemas miniaturizados API® (20NE, Staph y 20A); las determinaciones de la sensibilidad a los antibiéticos se
realizaron con galerias ATB® (G5, Staph y ANA). Se aislaron 137 cepas bacterianas: 106 aerobias (77.4%) y 31 anaerobias
(22.6%). El predominio fue de bacilos Gram negativos aerobios (100 cepas), siendo Enterobacter el género més frecuente
(42%), seguido de Burkholderia y Aeromonas (27% clu); los anaerobios mds comunes fueron Clostridium (36%) y Fuso-
bacterium (12%). Estos resultados revelan semejanzas y diferencias con respecto a la flora oral humana y la de otros monos
costarricenses; la alta frecuencia de algunos géneros sugiere que son parte de la flora oral de monos y no contaminacién
secundaria de bacterias del suelo. E1 90% de los bacilos Gram negativos aerobios fue resistente a cefalotina y el 89% a cefoxi-
tina; altas tasas de resistencia se presentaron también ante otras drogas; solamente ceftriaxone y pefloxacina fueron efectivos
contra todas las cepas analizadas; sélo dos cepas fueron sensibles a todos los antibiéticos evaluados. El mayor porcentaje de
resistencia en anaerobios ocurrié ante el metronidazole (26 a 35%) seguido por cefotetdn (26%) y clindamicina (23%); el
39% de los aislamientos fue sensible a todos los antibidticos evaluados. La resistencia multiple fue menor en los anaerobios
(26%) que en los acrobios (77%). Este estudio contribuye al conocimiento y a la preservacién del mono titi, especie ame-
nazada, y muestra que pocas barreras son capaces de contener los genes de resistencia y sus hospederos bacterianos, aun en
animales silvestres.
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Abstract

The bacterial microflora present in the oral cavity of 33 squirrel monkeys (Saimiri oerstedii, 31 wild and 2 captive) and its an-
timicrobial sensibility was studied. A sterile swab was used to scratch the teeth and oral cavity of every monkey; each sample
was resuspended in 2 mL sterile saline solution (0.85%). Transport tubes for aerobic and anaerobic cultures inoculated with
these samples were sent to the laboratory. Each sample was inoculated in blood agar plates that were incubated in aerobic
and anaerobic conditions. Isolates obtained were identified with API™ galleries (20NE, Staph and 20A) and the sensibility
determinations were done using ATB galleries (-G5, -Staph and -ANA). A total of 137 strains were isolated: 106 aerobes
(77.4%) and 31 anaerobes (22.6%). Gram negative bacilli were predominant, with Enterobacter the most frequent genus
(42%), followed by Burkholderia and Aeromonas (27% each). The most frequent anaerobes were Clostridium (36%) and
Fusobacterium (12%). These results show similarities and differences with the bacteria of the oral cavity of humans and of
other Costa Rican monkeys. The high frequency of some genera suggests that they are part of the oral flora of the monkeys
and not contaminants from the soil. Ninety percent of the Gram negative aerobe bacilli were resistant to cephalotin and 89%
to cefoxitine. High resistance rates were obtained with other agents; only two strains were sensitive to every antibiotic tested.
In anaerobes the higher antibiotic resistance was observed with metronidazole (26-35%), cefotetan (20%) and clindamicyn
(23%), 39% of the strains were sensitive to every antibiotic tested; multiple resistance was lower in the anaerobes (26%) than
in the aerobes (77%). This study contributes to the knowledge and preservation of the squirrel monkey, a threatened species,
and demonstrates that there are few barriers to the spread of resistant genes in bacteria, even in wild animals.
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Introduccién

El mono titi (Saimiri oerstedii) habita en los bosques de
Costa Rica y Panamd (Wong, 1990), y es considerada
una especie amenazada (IUCN, 2007). Otras especies del
género se encuentran en América del Sur, en un 4rea limi-
tada por Colombia al oeste y la cuenca del Amazonas y las
Guyanas al este (Wong, 1990). En Costa Rica existen dos
subespecies de este género: S. oerstedii oerstedii y S. oerste-
dii citrinellus; ambas se consideran en peligro de extincidn,
principalmente por la pérdida de su hdbitat, el desarrollo
de infraestructura hotelera y por su captura y venta como
mascotas (Carrillo et al., 2000). S. oerstedii es el mono de
menor tamafio de Costa Rica y se encuentra en bosques
primarios, secundarios y en d4reas cultivadas; los Parques
Nacionales Manuel Antonio y Corcovado son los reservo-
rios mds importantes. Es de conducta arboricola y diurna
y se alimenta durante las primeras horas de la manana,
principalmente de insectos (75-80% de la dieta) y frutas
(Campbell ez al., 2003).

La cavidad oral de los animales, al igual que la de los hu-
manos, es uno de los hébitats microbiolgicos mds com-
plejos y heterogéneos. La flora bacteriana incluye tanto
anaerobios estrictos como Bacteroides sp., Fusobacterium
sp., Actinomyces sp. y aerobios facultativos como Coryne-
bacterium sp., Haemophilus sp., Moraxella sp. y Neisseria
sp. (Sorum y Sunde, 2001). Dicha flora indigena contiene
genes de resistencia a antibidticos, incluso en individuos sin
historia de exposicién a antimicrobianos preparados comer-
cialmente (Sorum y Sunde, 2001). Son necesarios nuevos
estudios en la flora normal de animales para determinar si
su resistencia estd directamente relacionada con el dramd-
tico incremento en la resistencia de patégenos (Sorum y
Sunde, 2001). Las escasas investigaciones relacionadas con
la flora normal de monos se han llevado a cabo principal-
mente en el mono rhesus (Macaca mulatta) (Bowers et al.,
2002), mientras que en Costa Rica se efectué un estudio
relacionado con la flora oral de los monos congo (Alouatta
palliata) y colorado (Ateles geoffroyi) (Gamboa-Coronado ez
al., 2004). En el presente trabajo se describe la flora bacte-
riana de la cavidad oral de S. oerstedii asi como su patrén de
sensibilidad, para compararlos con los de otros monos de
Costa Rica y establecer la posible influencia del hombre en
la adquisicién de resistencia antimicrobiana.

M¢étodos

Se estudiaron 33 muestras de la cavidad oral de monos de la
especie Saimiri oestedii; 31 monos se capturaron en estado
silvestre de cuatro zonas de Costa Rica: Parque Nacional
Manuel Antonio (09°23'N, 84°07'0), Parque Nacional
Corcovado (08°28'N, 83°35'0), Isla Damas (09°30'N,
84°15'0) y Golfito (08°36'N, 83°04'O), utilizando una
cerbatana para el lanzamiento de dardos (Pneudart, Inc.)
que contenfan cada uno 0.3-0.4 mL de Zolazepam, co-
nocido comercialmente como Zoletil®. Las muestras de los
dos monos restantes fueron obtenidas de individuos que

permanecian en cautiverio desde hace dos afios en un zoo-
légico. Con una torunda estéril se rasparon los dientes y
la cavidad bucal de cada uno de los monos previamente
sedados, y se resuspendié la muestra en un tubo con 2 mL
de solucién salina estéril (SSE). Asépticamente y con jerin-
ga estéril se inoculé 0.5 mL de la suspensién en un tubo
con medio carne cocida (CC) prerreducido. Durante el
transporte hasta el laboratorio los tubos con la suspensién
en SSE se mantuvieron en frio, mientras que los de CC
se mantuvieron a temperatura ambiente. A cada uno de
los tubos con SSE se les agregé 2 mL de caldo tripticasa
soya (CTS) y se incubaron a 35°C por 24 horas; los tubos
con CC prerreducidos se incubaron a 35°C por 48 horas.
A partir de cada tubo con CTS se ray6 una placa de agar
sangre (AS) y se incubd a 35°C por 24 horas para el aisla-
miento de bacterias aerobias. A partir de cada tubo con CC
prerreducido se ray6 una placa de AS y se incubd a 35°C
por 48 horas en jarra de anaerobiosis para el aislamiento de
bacterias anaerobias. Se seleccionaron los diferentes mor-
fotipos coloniales de cada placa, se les realizd tincién de
Gram y se subcultivaron en placas de AS para obtener cul-
tivos puros. Se determiné la tolerancia al oxigeno de cada
cepa aislada a través de la inoculacién de dos placas de AS,
una incubada en atmésfera incrementada de CO, y otra en
jarra de anaerobiosis (35°C por 48 horas). Se seleccionaron
como bacterias anaerobias aquellas cuyo crecimiento fue
exclusivo o mejor en condiciones de anaerobiosis.

A las cepas bacterianas aerobias se les realizaron pruebas de
Gram, oxidasa y catalasa, con el objetivo de agrupar las bac-
terias como enterobacterias, bacilos Gram negativos no en-
terobacterias, estafilococos y estreptococos. Con base en los
resultados se selecciond la galerfa miniaturizada de pruebas
bioquimicas apropiada para la identificacién; se emplearon
los sistemas API 20E®, API 20NE®, y API Staph®, mientras
que para las bacterias anaerobias se utilizaron las galerfas API
20A®. Las identificaciones se realizaron con el programa
API-Plus®. Para determinar la sensibilidad a los antibidticos
se emplearon galerfas comerciales ATB® de acuerdo con el
tipo de bacteria aerobia (ATB-G5 y ATB-Staph); en el caso
de las bacterias anaerobias se utiliz$ el sistema ATB-ANA.
Todas las galerias se incubaron y leyeron de acuerdo con las
recomendaciones de la casa fabricante (bioMérieux®).

Resultados

A partir de 33 muestras de la cavidad oral de los monos titi
se aislaron 137 cepas; 106 de bacterias acrobias (77.4%) y
31 de anaerobias (22.6%), lo que equivale a un promedio de
3.2 aerobios y 0.9 anaerobios por muestra. En las bacterias
aerobias predominaron los bacilos Gram negativos (100 de
106 cepas acerobias), donde el género més frecuente fue En-
terobacter (20 cepas), que se aislé del 42% de las muestras e
incluyd las especies E. aerogenes, E. cloacaey E. sakazakii. En
frecuencia le siguieron los géneros Burkholderia (19 cepas)
y Aeromonas (10 cepas), los cuales se aislaron del 27% de las
muestras. Se identificaron cepas de otros 20 géneros de ba-
cilos Gram negativos (Tabla 1). Las seis cepas de bacterias
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aerobias Gram positivas fueron de los géneros Staphylococ-
cus (tres cepas: S. sciuri, S. xylosus'y S. auricularis) y Bacillus
sp. (tres cepas). En las 31 bacterias anaerobias (Tabla 2)
se identificaron 17 bacilos Gram positivos (géneros Clos-
tridium y Propionibacterium), ocho bacilos Gram negativos
(géneros Fusobacterium, Bacteroides y Prevotella), cuatro
cocos Gram positivos (géneros Gemella'y Peptostreptococcus)
y dos cocos Gram negativos (género Veillonella). El género

Tabla 1. Bacilos Gram negativos aerobios aislados de la cavidad
oral de 33 monos titi (Saimiri oerstedii) de Costa Rica.

Género Total de cepas airlz?lf::tiz (f):)
n=100 n=33
Enterobacter 20 42
Burkholderia 19 27
Aeromonas 10 27
Serratia 8 18
Klebsiella 6 15
Citrobacter 6 12
Pseudomonas 4 12
Acinetobacter 3 9
Chryseomonas 3 9
Vibrio 3 9
Brevundimonas 2 6
Morganella 2 6
Pantoea 2 6
Ralstonia 2 6
Flavimonas 2 3
Agrobacter 1 3
Alcaligenes 1 3
Chromobacterium 1 3
Kluyvera 1 3
Leclercia 1 3
Ochrobacter 1 3
Pasteurella 1 3
Stenotrophomonas 1 3

Tabla 2. Bacterias anaerobias aisladas de la cavidad oral de
33 monos titi (Saimiri oerstedii) de Costa Rica.

, Toelldbeg ’Frecu’enaa de
Género aislamiento (%)
n=31
n=33
Clostridium 16 36
Fusobacterium 4 12
Bacteroides 2 6
Gemella 2 6
Peptostreptococcus 2 6
Prevotella 2 6
Veillonella 2 6
Propionibacterium 1 3

anaerobio mds comutnmente aislado fue Clostridium (16
cepas), a partir del 36% de las muestras, con representantes
de las especies C. bifermentans, C. clostridioforme, C. per-
[ringens, C. sporogenesy C. tyrobutyricum.

En las pruebas de sensibilidad a los antibiéticos (Fig. 1), el
90% de los bacilos Gram negativos fue resistente a la cefa-
lotina y el 89% a la cefoxitina, cefalosporinas de primera y
segunda generacién respectivamente. Otras cefalosporinas
presentaron menores porcentajes de resistencia microbia-
na: cefuroxima (69%, 2° generacién), ceftazidima 1 mg-L!
(61%, 3° generacién), cefepima (10%, 4° generacidn) y ce-
fotaxima, ceftazidima 8-16 mg-L'! y ceftriaxone, todas de
tercera generacién, con porcentajes inferiores al 10%. Altas
tasas de resistencia se presentaron también ante amoxicili-
na, tobramicina y amoxicilina + 4cido clavuldnico (Fig. 1).
Ocho de los antimicrobianos demostraron porcentajes de
resistencia de 10—~40%, mientras que nueve estuvieron por
debajo del 10%, dentro de los cuales solamente ceftriaxone
y pefloxacina fueron efectivos contra todas las cepas anali-
zadas. Por su parte, las tres cepas de Staphylococcus fueron
resistentes a penicilina, cefalotina, ampicilina + sulbactam,
eritromicina, clindamicina, nitrofurantoina, rifampicina,
vancomicina y teicoplanina.

En las cepas anaerobias también se presentd resistencia a
varios antibidticos (Fig. 2); el mayor porcentaje de resis-
tencia ocurrié ante el metronidazole, 26 a 35% segin su
concentracién, seguido por cefotetdn (26%), clindamicina
(23%) y penicilina (19%). Se presentd un bajo porcentaje de
resistencia ante antibiéticos como amoxicilina, cefoxitina,
ticarcilina y amoxicilina + 4cido clavuldnico (4/8 mg-L1).
De las 16 concentraciones de antibidticos evaluadas, seis
(37.5%) fueron efectivas contra todas las cepas identifica-
das: amoxicilina + 4cido clavuldnico (16/2 mg-L1), cloran-
fenicol, imipenem, piperacilina, piperacilina + tazobactam
y ticarcilina + 4cido clavuldnico.

Se presentaron casos de cepas multirresistentes tanto en
bacterias aerobias como anaerobias. De los bacilos Gram
negativos aerobios, el 3% fue resistente a 16—19 antibié-
ticos, el 3% a 13-15, el 13% a 10-12, el 21% a 7-9, el
37% a4-6, el 21% a 1-3, y s6lo dos cepas fueron sensibles
a todos los antibidticos evaluados. La multirresistencia del
género Staphylococcus fue alta, ya que las tres cepas fueron
resistentes a entre 10 y 12 de los 15 antibidticos evalua-
dos; la pefloxacina, ciprofloxacina y tetraciclina fueron los
Unicos antibidticos efectivos contra todas las cepas. En el
caso de las bacterias anaerobias, la resistencia multiple fue
menor pues el 35% fue resistente sélo a uno 6 dos antimi-
crobianos, el 10% presentd resistencia a 3—4 y el 16% a
5-7 antibidticos, mientras que el 39% fue sensible a todos
los antibiéticos evaluados.

Discusién

Actualmente es escaso el conocimiento disponible sobre
la flora bacteriana oral de monos y en particular de la
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Figura 1. Resistencia antimicrobiana de 100 bacilos Gram negativos acrobios aislados de la cavidad oral de 33 monos titi (Saimiri oerstedii)
de Costa Rica.
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Figura 2. Resistencia antimicrobiana de 31 bacterias anaerobias aisladas de la cavidad oral de 33 monos titi (Saimiri oerstedii) de Costa

Rica.
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especie Saimiri oerstedii. Investigaciones previas en Costa
Rica fueron realizadas en Alouatta palliata (mono congo)
y Ateles geoffroyi (mono colorado) (Gamboa-Coronado ez
al., 2004), por lo que el presente estudio permite realizar
comparaciones entre la flora oral de diferentes especies de
monos, asi como comparaciones con la flora humana.

Se logré aislar un promedio de 4.1 cepas por muestra, sin
embargo se encontré mayor cantidad de aerobios (3.2 por
muestra) que de anaerobios (0.9 por muestra), a diferen-
cia de los patrones esperados en la cavidad oral humana,
donde la proporcién favorece a las bacterias anaerobias.
Este resultado pudo deberse a factores relacionados con
las dificultades de la toma de muestras para anaerobios y
el transporte de las mismas al laboratorio. Para tomar la
muestra se empled una torunda que se suspendié en so-
lucién salina y posteriormente dicha suspensién se ind-
culo en tubos prerreducidos, es decir con atmésfera libre
de oxigeno; los anaerobios mds sensibles pudieron haber
perdido su viabilidad durante dicho procedimiento. Como
los muestreos fueron realizados en zonas alejadas, debié
transcurrir un tiempo prolongado (generalmente de 24 a
48 horas) antes de que las muestras fueran procesadas en el
laboratorio. Durante el transporte los tubos en anaerobiosis
debieron mantenerse a temperatura ambiente, con el obje-
tivo de disminuir la solubilidad del oxigeno en el medio,
que aumenta al bajar la temperatura; es por esto que no se
transportaron en refrigeracién como las muestras para aero-
bios. Dicha préctica pudo perjudicar la viabilidad de las es-
pecies de anaerobios con dmbitos estrechos de temperatura
permisivos para el crecimiento, cercanos a las condiciones
de la cavidad oral de los monos. Tales inconvenientes pu-
dieron provocar la disminucién en la recuperacién de cepas
de bacterias anaerobias.

Flora aerobia

El género mds frecuentemente aislado fue Enterobacter, que
estd descrito como uno de los predominantes en la cavidad
oral humana (Isenberg y D’Amato, 1995) y que fue tam-
bién descrito como el mds abundante en la cavidad bucal
de los monos congo y colorado (Gamboa-Coronado et 4l.,
2004). Otras enterobacterias encontradas fueron Serratia,
Klebsiella y Citrobacter con frecuencias de aislamiento entre
el 12% y el 18%s; si bien todas han sido aisladas de la cavidad
bucal de los monos congo y colorado (Gamboa-Coronado
et al., 2004), Serratia no se ha descrito como habitante de
la flora oral humana, sino que estd asociada a superficies de
plantas, suelo, semillas y agua (Grimont y Grimont, 2005),
lo que podria explicar su presencia en el mono titi.

El segundo género de aerobios més frecuentemente aislado
fue Burkholderia (todas las cepas identificadas como B. cepa-
cia), no descrito como habitante comtn de la boca humana
ni encontrado en los monos congo y colorado. Esta bacte-
ria se ha aislado de suelo, plantas, superficie de animales,
rizosfera y aguas (Coenye y Vandamme, 2003; Ramette ez
al., 2005). Aeromonas fue el tercer género aerobio en abun-
dancia y aunque no se asocia a la boca humana, sf se ha

informado en bajas frecuencias en monos congo y colorado
(Gamboa-Coronado ez al., 2004) y se ha aislado principal-
mente de fuentes de agua y aguas negras (Martin-Carnahan
y Joseph, 2005). Los géneros Pseudomonas y Acinetobacter
estuvieron presentes, respectivamente, en el 12% y 9% de
las muestras y han sido aislados de otros monos (Gamboa-
Coronado et al., 2004), pero no se consideran flora normal
de la cavidad oral humana. Ambos incluyen muchas espe-
cies ubicuas, aisladas de suelos, rios, plantas y animales,
entre otros (Juni, 2005; Palleroni, 2005).

Chryseomonas fue aislado en un 9% de las muestras y
aunque su presencia en el ambiente es dudosa, este género
es aparentemente saprofito o comensal de humanos y algu-
nos animales de sangre caliente (Palleroni, 2005). Con igual
frecuencia se aislé Vibrio, siendo todas las cepas identifica-
das como V. parahaemolyticus; esta especie se encuentra en
ambientes acudticos, pero parece estar limitada a estuarios o
4reas costeras debido a su requerimiento de 1-8% de NaCl.
Se asocia a animales marinos (Carnahan y Andrews, 2000),
por lo que su aparicién en el mono podria estar asociada a
hdbitos alimenticios o de consumo de agua, tomando en
cuenta que los sitios de muestreo estdn localizados cerca de
zonas maritimas. Este género ha sido descrito como parte
de la microbiota subgingival de la especie Saimiri sciureus
(Beem et al., 1991).

En cuanto a los cocos Gram positivos aerobios, los géneros
Staphylococcus y Streptococcus son los mds frecuentes en la
cavidad oral humana (Isenberg y D’Amato, 1995) y se han
descrito en el 6% y el 2%, respectivamente, de la micro-
biota subgingival de otras especies de monos ardilla (Beem
et al., 1991), ademds de que Staphylococccus se ha aislado
hasta en un 67% de los monos congo y colorado (Gam-
boa-Coronado ez a/., 2004). En este estudio, sin embargo,
se aislaron sélo tres cepas de cocos Gram positivos, perte-
necientes todas al género Staphylococcus; los estreptococos
no pudieron ser detectados probablemente debido a que
son un género nutricional y fisiolégicamente mds exigen-
te. Adicionalmente, se aislaron tres cepas de Bacillus sp.,
género que constituye hasta el 12% de la flora subgingival
de otros monos ardilla (Beem ez 2/, 1991).

Otros géneros menos frecuentes en estos monos y no des-
critos como pertenecientes a la cavidad oral humana fueron
Brevundimonas, Morganella, Pantoea, Ralstonia y Flavimo-
nas (6% cada uno) y Agrobacterium, Alcaligenes, Chromo-
bacterium, Kluyvera, Leclercia, Ochrobacter, Pasteurella y
Stenotrophomonas (3% cada uno). De éstos, s6lo Chromo-
bacterium fue aislado previamente de los monos congo y
colorado, también con baja frecuencia (Gamboa-Coronado
et al., 2004). Brevundimonas, Pantoea, Ralstonia, Flavimo-
nas, Agrobacterium, Alcaligenes, Chromobacterium, Kluyve-
ra, Leclercia'y Stenotrophomonas se encuentran ampliamen-
te distribuidos en el ambiente, en suelos y aguas, lo que
podria explicar su aparicién en el mono titf, mientras que
Morganella, Flavimonas, Alcaligenes y Pasteurella son consi-
derados comensales de mamiferos, entre otros vertebrados
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(Busse y Auling, 2005; Janda y Abbott, 2005; Mutters et
al., 2005; Palleroni, 2005).

Flora anaerobia

Las bacterias anaerobias mds usuales en la cavidad oral del
hombre son Actinomyces, Bacteroides, Eubacterium, Fuso-
bacterium, Peptostreptococcus, Prevotella y Veillonella (Isen-
berg y D’Amato, 1995). De ellos Fusobacterium fue el mds
frecuentemente aislado en el mono titi (12% de las mues-
tras), seguido por Bacteroides, Peptostreptococcus, Prevotella
y Veillonella (6% cada uno). Estudios anteriores en monos
informan de frecuencias que van desde el 4% al 50% para
estos organismos (Clark ez al., 1988; Beem et al., 1991;
Gamboa-Coronado ¢t al., 2004). B. gingivalis y B. inter-
medius han sido encontrados como posibles patdgenos de
enfermedad periodontal, lo que podria correlacionar con el
aislamiento de Bacteroides en S. oerstedii (Clark et al., 1988).
Debido a que no se encontraron Actinomyces ni Eubacterium
siguiendo el mismo protocolo de muestreo, es posible que
no estén presentes en S. oerstedii, aunque si se han aislado
de otros monos de Costa Rica. Con respecto a Gemella, su
habitat natural no ha sido completamente establecido, sin
embargo su aparicién en un 6% de las muestras, asi como
en la cavidad oral de otros monos (Gamboa-Coronado et
al., 2004), podria sugerir que constituye parte de la flora
normal del tracto respiratorio superior de estos animales.
Con una frecuencia menor se aislé Propionibacterium (3%),
género encontrado principalmente en derivados lcteos y
en la piel humana (Holt ez /., 2000).

El género de anaerobios mds frecuente fue Clostridium, ais-
lado del 36% de las muestras. Dicho género también se
describi6é como el anaerobio mds abundante en los monos
congo y colorado (48%: Gamboa-Coronado ez a/., 2004),
aunque en otras especies de mono ardilla se sefiala como
constituyente de sélo el 0.5% de la flora subgingival (Beem
et al., 1991). A pesar de que en los humanos no se con-
sideran flora indigena oral, los clostridios son habitantes
normales del suelo y todas las especies identificadas (C. bi-
Jermentans, C. clostridiiforme, C. perfringens, C. sporogenesy
C. tyrobutyricum) se han logrado aislar de suelos de Costa
Rica con frecuencias que van del 21% al 50% (Rodriguez
et al., 1993; Gamboa ez al., 2005), lo que explica la posibi-
lidad de que estas bacterias se ubiquen en la cavidad bucal
de los monos, a partir de la ingesta de alimentos y agua
contaminados con esporas de clostridios. Sin embargo, su
alta frecuencia sugiere que este género podria ser verdadera-
mente parte de la flora normal de la boca de los monos.

Resistencia antimicrobiana en bacterias aerobias

Gran parte de las cepas bacterianas aisladas presentaron
resistencia antimicrobiana ante varios agentes quimiotera-
péuticos, donde sobresale la alta resistencia de los bacilos
Gram negativos aerobios y de los cocos Gram positivos.
Para el primer grupo, un 90% de las cepas fue resistente a
cefalotina, cefalosporina de primera generacién, mientras
que un 89% a cefoxitina y un 69% a cefuroxima, cefalos-
porinas de segunda generacién. Este resultado es similar al

obtenido para las cepas aisladas de otros monos de Costa
Rica, donde la mayor resistencia dentro de las cefalospori-
nas se presentd para la cefalotina, aunque en menor porcen-
taje (63%: Gamboa-Coronado et 4/, 2004). La menor re-
sistencia a la cefepima (12.7%) era de esperar, debido a que
es una cefalosporina de cuarta generacién, con el mayor
espectro de actividad de las cefalosporinas disponibles ac-
tualmente (Gomis ez al., 1998). La cefepima es mds estable
y menos afin ante las beta lactamasas, por lo que el hallazgo
de bacterias de la flora normal de los monos (particular-
mente cepas de Enterobacter, tipicamente sensibles) (Gomis
et al., 1998) resistentes a esta droga es preocupante, dado
que su uso es muy limitado al ambiente hospitalario. Por
su parte, el 65% de las cepas de bacilos Gram negativos
present6 resistencia a amoxicilina, similar a las cepas de los
monos congo y colorado (71%: Gamboa-Coronado ez /.,
2004). Dicho resultado correlaciona con el hecho de que
la amoxicilina es uno de los antibiéticos mds empleados
en el sistema de salud del pafs, debido a su bajo precio y su
amplio espectro.

Los resultados muestran una importante resistencia de
los bacilos Gram negativos ante los aminoglicdsidos: to-
bramicina (52%), gentamicina (32%), netilmicina (28%)
y amikacina (25%). La menor resistencia a la amikacina
puede explicarse debido a que por diferencias estructurales,
este antibidtico no es inactivado por las enzimas intrace-
lulares comunes que inactivan gentamicina y tobramicina
(Gonzdlez y Spencer, 1998). A pesar de esto, la resistencia
es mayor en las cepas aisladas del mono titi, si se le compa-
ra con los patrones de otros monos de Costa Rica, donde
dichos antimicrobianos fueron efectivos contra todos los
bacilos Gram negativos aislados (Gamboa-Coronado et a/.,
2004). La resistencia de bacilos Gram negativos aerobios
aislados de animales ha sido descrita previamente; estudios
han demostrado la presencia de cepas de Escherichia coli en
mandriles salvajes con niveles de resistencia menores que
los presentados por cepas provenientes de humanos con-
tempordneos, pero similares a los de cepas obtenidas en la
era previa a los antibidticos (Routman ez al., 1985). Por
otro lado, se ha encontrado que bacterias entéricas aisla-
das de mandriles en contacto con el ser humano presentan
niveles significativamente mayores de resistencia, en com-
paracién con las cepas de mandriles sin contacto con el
hombre (Rolland et al., 1985); ambos hallazgos favorecen
la hipétesis de que el amplio uso de antimicrobianos por
parte del ser humano ha promovido la distribucién de los
genes de resistencia entre las bacterias.

Los cocos Gram positivos aerobios, correspondientes todos
al género Staphylococcus, presentaron una multirresistencia
importante ante los antibidticos evaluados. Las tres cepas
fueron resistentes a nueve de las 15 concentraciones de
antimicrobianos probadas (60%): penicilina, cefalotina,
ampicilina + sulbactam, eritromicina, clindamicina, nitro-
furantoina, rifampicina, vancomicina y teicoplanina. Sola-
mente la pefloxacina, ciprofloxacina y tetraciclina fueron
efectivas contra todos los aislamientos. Estos resultados
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son alarmantes si se comparan con los obtenidos para los
monos congo y colorado de Costa Rica, donde el 67%
de los antibidticos fueron efectivos contra las 21 cepas de
cocos Gram positivos aislados (Gamboa-Coronado et 4/,
2004). La resistencia creciente a antibiéticos por parte de
los estafilococos se conoce desde hace varios afios. La vanco-
micina todavia se considera como el mejor antimicrobiano
disponible para el tratamiento de infecciones por estafilo-
cocos resistentes a las penicilinas que no son inhibidas por
las penicilinasas; sin embargo, ya se reporta una resistencia
incipiente a este firmaco por parte de los estafilococos (No-
darse, 2001), como se observa en este estudio (todas las
cepas resistentes) y en caso de aumentar representarfa una
verdadera catéstrofe en la quimioterapia.

Resistencia antimicrobiana en bacterias anaerobias

La resistencia antibacteriana que presentaron las bacterias
anaerobias fue considerablemente menor con respecto a la
de las otras bacterias. El mayor porcentaje de resistencia
se presentd ante metronidazole (35%), al igual que ocu-
rri6 en otros monos del pais (49%: Gamboa-Coronado ez
al., 2004). Ademds de presentar excelente actividad ante
Bacteroides fragilis, Fusobacterium sp. y Clostridium perfrin-
gens (Chow, 2000), este agente es utilizado también para
el tratamiento de infecciones por protozoarios, por lo que
su difundida aplicacién ha favorecido la aparicién de cepas
resistentes aisladas de animales y del ser humano (Diniz
et al., 2000). La resistencia se presenté en el 52.4% de
los anaerobios Gram positivos y abarcé todos los géneros,
mientras que la droga fue efectiva contra todos los Gram
negativos. Este hallazgo es similar al 3% de resistencia en
Gram negativos y el 53.6% en Gram positivos encontrado
por Boyanova y colaboradores (2000) en aislamientos de
muestras clinicas, pero contrasta con el 44% de resistencia
presentado por Gram negativos en el caso de los monos
congo y colorado (Gamboa-Coronado ez al., 2004).

La clindamicina es un antibiético muy util para el trata-
miento de anaerobios y su amplio uso favorece la aparicién
de cepas resistentes, principalmente por la alteracién no
enzimdtica del sitio de accién (Falagas y Siakavellas, 2000).
Asi por ejemplo, se han observado recientemente porcen-
tajes de resistencia entre 5y 15% para Bacteroides fragilis y
entre 15 y 30% para otros miembros del grupo B. fragilis,
organismos para los cuales se ha considerado tipicamen-
te este agente como una excelente opcién de tratamiento
(Lorber, 1995; Falagas y Siakavellas, 2000). En el presen-
te estudio se obtuvo un 23% de resistencia a clindamicina
(29% en Gram positivos y 10% en Gram negativos, inclu-
yendo una cepa de Bacteroides distasonis) y es similar al 28%
mostrado por los anaerobios de otros monos de Costa Rica.
Estos resultados son preocupantes, si se consideraba que
de los aislamientos clinicos, menos del 10% de los Gram
negativos y el 19.6% de los Gram positivos son resistentes
(Engelkirk ez al, 1992) y mds atn si se compara con la
ausencia de resistencia obtenida para clindamicina en cepas
aisladas de saliva humana (Stark ez 2/, 1993). De las cefa-
losporinas, la cefoxitina es probablemente la mds efectiva

(Murdoch, 1998), lo que concuerda con los hallazgos en
el mono titf; sin embargo, hubo una mayor resistencia que
la obtenida para las cepas de los monos congo y colorado
(Gamboa-Coronado et al., 2004). Los informes relaciona-
dos con el incremento continuo en la resistencia ante estas
cefalosporinas por parte de algunos grupos de anaerobios
(Behra-Miellet et al., 2003) refuerza la importancia de la
busqueda de nuevas estrategias para combatirlos.

La resistencia de los anaerobios a las penicilinas fue de 19%
para la penicilina y 16% para la amoxicilina; sin embar-
go, como era de esperar de acuerdo con su mecanismo de
accion, fue mayor en Gram negativos (30% penicilina; 20%
amoxicilina) que en Gram positivos (14% para ambos an-
tibidticos). La resistencia informada para las cepas de otros
monos de Costa Rica es mayor para penicilina (31%) y
menor para amoxicilina (10%) (Gamboa-Coronado ez 4/,
2004). Numerosos estudios revelan un aumento creciente
en la resistencia a penicilina por parte de varios grupos de
anaerobios: Clostridium (Engelkirk ez al., 1992), Bacteroides
(Engelkirk ez al., 1992) y Prevotella (Hecht, 1999), mien-
tras que otros como Propionibacterium, Peptostreptococcus 'y
Gemella tienden a ser susceptibles (Murdoch, 1998; Hecht,
1999). En el caso de la ticarcilina se obtuvo una resistencia
del 10%, mayor que la descrita para los monos congo y
colorado (2%: Gamboa-Coronado e 4/, 2004); sin embar-
go, la susceptibilidad aumentd hasta el 100% al probar este
antibiético conjuntamente con 4cido clavuldnico como in-
hibidor de beta lactamasas.

Multirresistencia

Dentro de todos los grupos bacterianos estudiados se pre-
senté multirresistencia, principalmente en los bacilos Gram
negativos aerobios y en los estafilococos, y en menor medida
en los anaerobios. Sobresale el hecho de que un 6% de los
bacilos Gram negativos aerobios fueron resistentes a 13 o
mis de las 24 concentraciones de antibidticos evaluadas,
mientras que las tres cepas de Staphylococcus fueron re-
sistentes a 10 o hasta 12 de los 16 agentes probados. En
los anaerobios la resistencia multiple es apreciablemen-
te menor, ya que 39% de las cepas fueron sensibles a las
16 concentraciones de antimicrobianos, el 35% fue resisten-
te a uno 6 dos, mientras que sdlo el 26% mostré resistencia
desde tres hasta siete agentes; sin embargo, dicho hallazgo
no deja de ser alarmante, pues tradicionalmente se ha creido
que la resistencia multiple no es un problema comiin en
anaerobios (Gamboa-Coronado ez 4/, 2004). Las sustancias
antimicrobianas pueden estar presentes de manera natural
en suelos, ya que constituyen un mecanismo utilizado por
los microorganismos en sus hébitat naturales; la resistencia
contra estos agentes juega un papel importante en la dind-
mica poblacional de estos ambientes (Kiimmerer, 2004).
Por otro lado existe la resistencia intrinseca hacia ciertos
agentes, debido a la fisiologfa natural de algunos microor-
ganismos (Kiimmerer, 2004). Estos factores permiten con-
cluir que no es de extrafiar la presencia de ciertos niveles de
resistencia en los organismos aislados de la cavidad oral de
S. oerstedis; sin embargo, estos niveles son altos y similares
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a los encontrados en poblaciones humanas, lo que sugiere
la influencia de una presién selectiva generada por el uso
excesivo de antibi6ticos. Millones de kilogramos de agentes
antimicrobianos son usados cada afo en la profilaxis y trata-
miento de personas, animales y en agricultura, favoreciendo
la generacién de resistencia al eliminar cepas susceptibles y
seleccionar las resistentes (Levy y Marshall, 2004).

Los ambientes naturales no estdn libres de contaminacién
con antibidticos; se han encontrado en efluentes de centros
médicos, aguas municipales, tanques de aireacién, tanques
de digestién anaerobia, aguas superficiales, sedimentos y
suelo (Kiimmerer, 2003, 2004). Muchos de los compuestos
utilizados en medicina son sélo parcialmente metabolizados
por los pacientes y son descargados en los efluentes hospita-
larios o en las aguas de desecho municipales si se utilizan en
casa (Kiimmerer, 2004), mismo destino que tienen muchos
de los antibiéticos descartados por vencimiento (Hartmann
et al., 1999; Kiimmerer, 2003). Asi, estos compuestos ter-
minan en el ambiente, principalmente en el compartimen-
to acuoso, donde se encuentran cada vez con mayor fre-
cuencia (Levy y Marshall, 2004) y eventualmente podrian
ingresar en la cadena alimentaria. Los antimicrobianos son
también utilizados para el tratamiento de enfermedades en
criaderos de peces, donde son adicionados directamente al
agua (Kiimmerer, 2004), mientras que otros son utilizados
con fines veterinarios 0 como promotores de crecimiento,
por lo que al ser excretados terminan siendo redistribuidos
como abono (Kiimmerer, 2003).

En Costa Rica actualmente los hospitales no cuentan con
sistemas de tratamiento de aguas residuales y el pais carece
de la legislacién adecuada para la regulacién del uso de an-
tibi6ticos en agricultura y ganaderia (Tzoc ez al., 2002). Se
cree que la exposicién de las bacterias a estas concentracio-
nes antimicrobianas subterapéuticas, incrementa la veloci-
dad de seleccién de cepas resistentes (Kiimmerer, 2003), lo
que aunado a la transferencia de determinantes genéticos
de resistencia presentes en el ambiente, podria explicar en
parte los patrones de resistencia encontrados en los monos
tit{, aunque estos tengan poco contacto directo con el ser
humano. Este estudio contribuye al conocimiento y al
mismo tiempo a la preservacién del mono titi, animal en
peligro de extincién, y muestra que pocas barreras son ca-
paces de contener los genes de resistencia y sus hospederos
bacterianos en nuestro mundo estrechamente relacionado.
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