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RESUMEN

La resistencia bacteriana a antibidticos constituye un problema global, tanto en medicina
humana como en veterinaria. La evolucion descontrolada de los mecanismos de
resistencia que han generado dichos microorganismos ha influido de forma negativa en
las opciones terapéuticas eficaces. Esta investigacion se ha enfocado en la enterobacteria
Escherichia coli, en especial en los clones productores de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) y betalactamasas de tipo AmpC, las cuales representan variantes con
mecanismos de resistencia de gran impacto clinico en las bacterias Gram negativas. En
nuestro pais, son pocos los datos epidemioldgicos disponibles sobre E. coli productora
de BLEE y AmpC en animales. En el presente estudio, se evalud los perfiles fenotipicos
de resistencia a antibioticos en una coleccidn de aislados de E. coli de origen canino de
la ciudad de Ambato, mediante el método de difusion en disco “Kirby&Bauer”,
detectando que el 72,2% (57/79) de aislados poseen un fenotipo BLEE y 81% (64/79) de
los aislados con manifestacion del fenotipo AmpC. Ademas, de hallar resistencia
fenotipica para: Ampicilina 100% (79/79), Vancomicina 100% (79/79), Cefotaxima
98.7% (78/79), Eritromicina 98.7% (78/79), Ceftriaxona 97.5% (77/79); y patrones de
sensibilidad fenotipica para antimicrobianos como: Meropenem 98.7% (78/79),
Imipenem 96.2% (76/79) Piperacilina/Tazobactam 84.8% (67/79), Cefoxitin 83,5%
(66/79), y Amikacina 82.3% (65/79). Los patrones de resistencia bacteriana detectados y
las diferencias entre el origen de los aislamientos permitiran utilizar esta informacion de

base para estudios retrospectivos de resistencia antimicrobiana.

Palabras clave: Escherichia coli, Kirby&Bauer, Resistencia antimicrobiana, caninos,
BLEE y AmpC.



ABSTRACT

Currently, antibiotic resistance crisis is a global concern, both in human and veterinary
medicine. The uncontrolled evolution of the resistance mechanisms in bacteria has had a
negative influence on effective therapeutic options. This research has focused on the
enterobacterium Escherichia coli, focused on the detection of the extended espectrum
beta-lactamases (ESBL) and AmpC type beta-lactamases, which represent variants with
resistance mechanisms of great clinical impact in Gram negative bacteria. In Ecuador,
few epidemiological data are available on E. coli producing ESBL and AmpC in
animals. In the present study, the phenotypic profiles of resistance to antibiotics were
evaluated in a collection of isolates of E. coli of canine origin from the city of Ambato,
using the Kirby & Bauer disk diffusion method, detecting that 72.2% (57/79) of isolates
have an ESBL phenotype and 81% (64/79) of isolates with manifestation of the AmpC
phenotype. The percentages of resistance for the evaluated antibiotics was: Ampicillin
100% (79/79), Vancomycin 100% (79/79), Cefotaxime 98.7% (78/79), Erythromycin
98.7% (78/79), Ceftriaxone 97.5% (77 / 79); and phenotypic sensitivity patterns for
antimicrobials such as: Meropenem 98.7% (78/79), Imipenem 96.2% (76/79)
Piperacillin / Tazobactam 84.8% (67/79), Cefoxitin 83.5% (66/79), and Amikacin 82.3%
(65/79). The patterns of bacterial resistance detected and the differences between the
origin of the isolates will allow to use this background information for retrospective

studies of antimicrobial resistance.

Keywords: Escherichia coli, Kirby & Bauer, Antimicrobial resistance, canines, ESBL
and AmpC.



CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1Antecedentes investigativos

El incremento descontrolado de la resistencia a los antibidticos por parte de las bacterias
disminuye las alternativas para el tratamiento de enfermedades, lo que ha convertido en
un problema de importancia en todas partes del mundo, afectando algunos
microrganismos como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, y Salmonella spp (Marston et al., 2016). Las consecuencias
directas de una infeccidén provocada por estas bacterias resistentes pueden ser graves,
tanto en medicina veterinaria como en el tratamiento de infecciones en humanos. La
resistencia a antibioticos afecta a todo el sector de salud publica; dada la importancia del
problema, se han puesto en marcha programas de vigilancia y monitoreo de resistencia
antimicrobiana (Van Puyvelde et al., 2018). Las bacterias se han caracterizado por
adquirir facilmente nuevos mecanismos de defensa a antimicrobianos. Esto se ha dado
por el uso indiscriminado de antibidticos de primera linea para tratar enfermedades
frecuentes en la clinica como: penicilinas, cefalosporinas, quinolonas vy
aminoglucosidos, por lo cual es necesario tomar las medidas necesarias para el control y

uso éptimos de los mismos (Lépez-Velandia et al., 2015).

Como ocurre en medicina humana, en veterinaria los antibidticos son empleados para
tratar, controlar y prevenir enfermedades causadas por bacterias y otros microrganismos,
muchas de estas requieren la administracion de medicamentos como forma de
tratamiento para aliviar el sufrimiento del paciente, las infecciones respiratorias y
urinarias son reportadas a consulta diaria; sin embargo, los sindromes gastrointestinales
presentan mayor prevalencia, cuya predisposicion abarca desde una corta edad de vida
en adelante siendo el 78% por Enterobacterias y el 22% de bacterias Gram positivas

(Lee etal., 2015; Shaikh etal., 2015). La diarrea en perros y gatos es una de las
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afecciones mas frecuentes en la clinica veterinaria, siendo de gran importancia un
diagnostico rapido y eficaz, principalmente en cachorros, para poder implementar a
tiempo el tratamiento correspondiente. La salud del tracto digestivo depende de varios
factores como: la microbiota intestinal normal, mecanismos inespecificos que limitan el
nimero de bacterias y del sistema inmunitario gastrointestinal (Zotta et al., 2015).
Cuando alguno de estos factores falla, ya sea por alguna enfermedad o por la aplicacion
de agentes antimicrobianos, lleva al mal funcionamiento del intestino y a diarrea con
ausencia de patogenos. Muchos de estos son habitantes normales del tracto
gastrointestinal, lo que nos indica que no so6lo su presencia es determinante de la diarrea,
es asi que el primer paso en la seleccién de un antibiético adecuado consiste en conocer

a la bacteria especifica. Esto se puede lograr mediante un cultivo (CLSI, 2015).

El uso de betalactamicos como penicilinas y cefalosporinas en la clinica diaria encabeza
la lista de antibioticos usados para la mayoria de signologias y patologias frecuentes,
debido a su historia de 25 afios de aceptacion, reducidos efectos colaterales y relativo
bajo costo (Drawz & Bonomo, 2010). El uso de nuevas gamas de antimicrobianos
frente a enfermedades comunes debido a cepas productoras de betalactamasas se ha
implementado, a pesar de la falla inicial del tratamiento con amoxicilina y la posterior
respuesta a la amoxicilina-clavulanato. El clavulanato es un potente inhibidor de la
enzima betalactamasa producida por H. influenzae y M. catarrhalis, neutralizando sus
efectos y permitiendo que la amoxicilina elimine a los organismos (Boehmer et al.,
2018). La prescripcién inconsciente de antibidticos en el sector pecuario tanto como
animales de compafiia, asi como destinados a la produccion para el consumo humano
(Hughes, 2014). En la actualidad existe un gran porcentaje de cepas bacterianas
resistentes a antibiéticos de Ultima generacién (Mendelson et al., 2018; Sun etal.,
2018). A nivel mundial existen diferentes estudios semejantes realizados en varios
paises, cuyo resultado ha sido alarmante en salud publica. En el Ecuador, existen pocos
estudios que detallan esta problematica emergente (Ortega-Paredes etal., 2016;
Sanchez-Salazar et al., 2019; Vinueza-Burgos et al., 2019).
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Las betalactamasas son enzimas producidas por bacterias que inactivan estos
antibidticos al hidrolizar el anillo betalactdmico de los mismos. La mayoria de
betalactamasas inactivan penicilinas o cefalosporinas, pero algunas son capaces de
inactivar ambos tipos de antibioticos (Castafieda et al., 2016). La mayoria de bacterias
Gram positivas secretan sus betalactamasas de forma que los agentes antimicrobianos
betalactdmicos son inactivados extracelularmente, en el medio que las rodea. En
contraste, las betalactamasas de las bacterias Gram negativas permanecen dentro de la
célula e inactivan los betalactamicos en el espacio periplasmico, es decir en el espacio

entre la membrana externa y la membrana citoplasmica (Huanca, 2014).

Los genes que codifican a las betalactamasas pueden ubicarse a nivel cromosémico o
plasmidico (Canton et al., 2012). La produccién de betalactamasa inducible se inicia
cuando las bacterias que poseen un gen, se exponen a un agente betalactdmico (L6pez-
Velandia et al., 2015). La accion de los agentes antimicrobianos en la pared celular
activa un mecanismo genético en cascada que inicia la produccion de betalactamasas. La
produccion de betalactamasas cesa ante la ausencia de los agentes antimicrobianos en la
pared celular o alrededor de ella (Huanca, 2014).

Las betalactamasas de espectro expandido (BLEE), son enzimas derivadas por
mutaciones de las betalactamasas clasicas del grupo 2b de la clasificacion de Bush. Se
encuentran codificadas en plasmidos conjugativos, lo cual facilita su diseminacion, no
solo entre distintas cepas de la misma especie, sino también entre bacterias de distintos
géneros y grupos (Miranda Garcia, 2013). Ademas, con otros determinantes genéticos
de resistencia transferibles. Los diferentes tipos de BLEE confieren un grado de
resistencia muy variable, la intensidad de hidrdlisis de un determinado antibidtico difiere
segun las cepas consideradas, pudiendo incluso no tener efecto fenotipicamente
detectable en algunos casos en los que Unicamente tiene lugar un aumento de la
concentracion inhibitoria minima, confieren resistencia a las cefalosporinas de tercera

generacion y al aztreonam (Ghimire & , Bipesh Acharya, 2017).
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Los genes que codifican las BLEE y los que codifican la resistencia a otros
antimicrobianos, pueden residir en el mismo plasmido conjugativo y se transmiten
juntos de un microorganismo a otro, confiriendo el perfil de resistencia antibiotica
multiple (Xia et al., 2014). Desde la primera deteccion de una BLEE en un aislado de E.
coli de un perro de laboratorio en Japon en 1998, se ha informado de una variedad de
BLEE, incluidas BLEE de tipo CTX-M, y pAmpC para bacterias derivadas de perros,
gatos y otros animales de compafiia en todo el mundo. Por lo tanto, tales cepas
bacterianas pueden proporcionar un reservorio para bacterias productoras de BLEE y / o
pAmpC para humanos. Otro acontecimiento preocupante es que recientemente se
aislaron cepas de E. coli humanas altamente virulentas de la pandemia B2-025: H4-
ST131 CTX-M-15de animales de compafia pertenecientes a diferentes especies en

varios paises europeos (Tamang et al., 2012).

Actualmente, las betalactamasas de espectro extendido (BLEE), las betalactamasas con
sensibilidad reducida a los inhibidores de betalactamasas, las betalactamasas AmpC
mediadas por plasmidos y las betalactamasas que hidrolizan Carbapenem, representan
diferentes tipos de enzimas que han llegado a ser importantes en nuevos aislamientos
clinicos en la resistencia de bacterias Gram negativas (Castafieda et al., 2016). de
acuerdo a la clasificacion de los grupos C, Ay D, Ay B de la clasificacion de “Ambler”
0 a los grupos 1, 2 2be y 3a, 3b, y 3c de la clasificacién de Bush, algunas E. coli
presentan un gen AmpC cromosomal que se expresa de manera constitutiva, Sin
embargo, recientemente se ha descrito la transferencia horizontal de los genes AmpC
desde Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Morganella morganii y otros, hacia
especies como E. coli, K. pneumoniae y Salmonella ssp, a través de plasmidos que
acarrean los componentes para la resistencia antimicrobiana (Ljungquist et al., 2016).

En pacientes caninos de hospitales en Corea, en el 2012 se reporto la prevalencia de E.
coli, evaluando rasgos epidemioldgicos moleculares de este organismo. De un total de
63 aislados, obtenidos de hisopados rectales de perros. Se evidencié 33,3% (21/63)
correspondientes a BLEE de tipo CTX-M y 23,8% (15/63) de enzimas AmpC. Como
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resultado, se sugiere que la transferencia clonal y horizontal de plasmidos en cepas de E.
coli, ejerce un papel en la propagacion de genes de resistencia a los antimicrobianos

ademas en la y esta traspaso entre especies humanos y perros (So et al., 2012).

Un estudio realizado en nueve jardines publicos en Copenhague, Dinamarca. Demostro
la prevalencia observada del 1,9% (4/209) de E. coli productora de BLEE en depdsitos
fecales de perros. El estrecho contacto entre perros y humanos implica riesgos de
transmision zoondtica para una variedad de patdgenos, especialmente por la via fecal-
oral, por medio de las excretas de estos animales puede convertirse en una fuente de
bacterias resistentes clinicamente relevantes que pueden transmitirse a los seres
humanos a través de la exposicion directa 0 mediante la contaminacion de los entornos
domésticos y publicos (Damborg et al., 2015). Sin embargo, estudios realizados en
diferentes zonas de Paises bajos demostrd un alto nivel de prevalencia de enterobacterias
productoras de BLEE / AmpC en perros sanos (45%) y tanto perros con diarrea (55%)
como gatos (25%), tomadas de muestras fecales, de los cuales se encontraron grandes
cantidades de E. coli o P. mirabilis (Hordijk et al., 2013).

En Nueva Zelanda, una investigacion analizdé 115 aislamientos, de los cuales 74 (64%)
procedian de perros y 29 (25%) de gatos. Se identificaron siete especies bacterianas, de
las cuales E. coli fue la mas comin (87/115, 76%). De los 115 aislamientos, 10 (9%)
expresaron el fenotipo BLEE, 43 (37%) el fenotipo AmpC y siete (6%) ambos fenotipos
BLEE y AmpC. De los 60 aislados productores de BLEE y AmpC, 36 (60%) eran E.
coli. Entre estos aislamientos, 27/60 (45%) se clasificaron como multirresistentes, en
comparacion con 15/55 (27%) aislamientos no productores de BLEE o AmpC (p <0,01).
Noventa y cinco aislamientos fueron resistentes a amoxicilina-acido clavulanico y 58
(61%) de estos fueron productores de BLEE o AmpC. Los genes BLEE predominantes
fueron blactx-m-14 y bla ctx-m-15, y €l gen AmpC codificado por el plasmido dominante
era blacmv-2. Se identificaron 38 tipos de secuencia multilocus (ST) de E. coli, y los méas
prevalentes fueron ST12 (12/89, 13%), ST131 (6/89, 7%) y ST648 (6/89, 7%). Los
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aislados productores de BLEE y AmpC representaron 35/1082 (3,2%) de las
enterobacterias aisladas por una red de laboratorios durante el periodo de estudio
(Karkaba et al., 2017).

El primer gen pAmpC, el gen CMY-1, se informd en 1989; desde entonces, se han
aislado varios tipos de pAmpC a partir de aislados clinicos de Enterobacteriaceae
en todo el mundo. En la Republica de Corea, las AmpC se han detectado cada vez mas,
y en un estudio realizado entre octubre de 2008 y julio de 2009 entre pacientes de 68
centros de atencion a largo plazo en todo el pais, se detect6 DHA-1 en el 39,3%. Se
identificaron aislados de K. pneumoniaey DHA-1, CMY-2 y CMY-6 en el 3,1% de
los aislados de E. coli. Los animales de compafiia, como los perros, juegan un papel
importante en el intercambio de determinantes de la resistencia a los antimicrobianos en
las poblaciones bacterianas, ya que estan expuestos a agentes antimicrobianos (para
tratamiento) similares a los que se utilizan en humanos. También comparten el mismo
entorno que los humanos y permanecen en estrecho contacto con ellos. La posibilidad de
transmision entre especies de estas cepas multirresistentes de humanos a animales de
compafiia y viceversa es un asunto de gran preocupacion para la salud publica, que las
heces de los perros son un vector para la diseminacion de E. coli productora de

betalactamasas (Tamang et al., 2012).

El objetivo de esta investigacion se centra en detectar fenotipicamente perfiles de
resistencia a antibioticos de cepas bacterianas con caracteristicas BLEE y AmpC en 79
aislados de E. coli, provenientes de caninos domésticos y callejeros de la ciudad de
Ambato, durante el 2018; mediante la técnica de Kirby-Bauer siguiendo las

recomendaciones del CLSI.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Determinar los perfiles fenotipicos de resistencia a antibioticos en aislados de

Escherichia coli, de origen en caninos de la ciudad de Ambato

1.2.2 Objetivos especificos

e Evaluar los perfiles de resistencia y sensibilidad a antibidticos en aislados de E.
coli, por ensayos de difusion en disco.

¢ Identificar los perfiles fenotipicos en E. coli con resistencia antimicrobiana por el
método ESBL (Espectro extendido de Betalactamasas) en caninos de la ciudad
de Ambato.

o Identificar los perfiles fenotipicos en E. coli con resistencia antimicrobiana por el

método AmpC (Serin-Betalactamasa), en caninos de la ciudad de Ambato.

17



CAPITULO I1.-METODOLOGIA

2.1 Materiales y equipos

Detalle - Equipos de laboratorio Cantidad
Autoclave M11 Ultra clave MIDMARK
Balanza analitica Cap. 1509 (19)

Estufa bacteriologica +5°C — 120°C
Incubador bacteriologico

Mechero Bunsen

Fuente de poder

Nevera (4° C)

Congelador (-20°C)

Cabina de flujo laminar Bioseguridad 2
Microcentrifuga Sorvall Legend Micro i7
Micropipeta 1000uL

Micropipeta 200 pL

e L S N e R S e e e S T e

Micropipeta 100 pL
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Detalle - Instrumentos de laboratorio
Espatula

Asa de inoculacion

Matraz de 300ml

Cajas mono Petri plasticas

Pipetas estériles de plastico de 10ml

Mechero de alcohol

Puntas de micropipeta de 10, 20 y 100 pL

Gradillas

Tubos Eppendorff

Tubos de ensayo con tapa
Botellas de tapa azul de 1000 mL
Botellas de tapa azul de 500 mL
Botellas de tapa azul de 100 mL
Hisopos

Regla para medir Halos de inhibicion

Detalle - Reactivos para el laboratorio

Agar McConkey

Agar Mueller-Hinton
Caldo triptona soya
Caldo LB (Luria Bertani)
Agua Destilada

Ceftriaxona

Cantidad

N S N

1

100 de c/u
5)

100

40

Cantidad

100
5009
2509
250 g

10 litros
509
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Detalle - Reactivos para antibiograma Cantidad

Amikacina - AK30 100
Gentamicina - CN10 100
Piperacilina / Tazobactam - TZP 110 100
Aztreonam - ATM 30 100
Amoxicilina / Ac. Clavulanico - AMC30 100
Ampicilina / Sulbactam - SAM 20 100
Meropenem - MEM 10 100
Imipenem - IMP10 100
Cefepime - FEP30 100
Ceftriaxona - CRO30 100
Ceftazidima — CAZ30 100
Cefotaxima - CTK 30 100
Cefoxitin - FOX30 100
Ciprofloxacina - CIP 5 100
Ac. Nalidixico - NA 30 100
Eritromicina - E 15 100
Colistina - CT 10 100
Sulfametoxazol / Trimetropin - SXT 25 100
Vancomicina - VA 30 100
Ampicilina - AMP 10 100
Enrofloxacina - ENR 5 100
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Detalle - Insumos de laboratorio
Mascarillas

Guantes de examinacion (nitrilo)
Cinta testigo de esterilizacion
Papel aluminio

Papel Kraft

Alcohol industrial

Alcohol antiséptico

Gel antibacterial

Jabén liquido

Cloro

Detalle - Materiales de escritorio

Computadora

Camara fotogréfica
Hojas de papel bond A4
Impresora

Cuaderno de laboratorio
Marcador para CD

Esferos

21

Cantidad
1 caja
2 cajas
1 rollo
1 rollo
1 rollo
1 litro
1 litro
1 litro
1 litro

5 litros

Cantidad

1
1
1 paquete
1
1
1

5 unidades



2.2 Métodos

2.2.1 Localizacién del area de estudio

La presente investigacion corresponde a la tercera etapa del estudio sobre la presencia de
genes de resistencia a antibidticos emergentes E. coli de origen canino en la ciudad de
Ambato, cuyas cepas bacterianas fueron aisladas e identificadas durante los meses de
Diciembre 2017— Junio de 2018.

Las muestras analizadas fueron tomadas en 2 diferentes clinicas veterinarias en la ciudad
de Ambato, provincia de Tungurahua “CVSP Y CVPP”, en 3 diferentes albergues de
animales callejeros (caninos) “Callejeros” de la misma ciudad, y en el Hospital
Veterinario de la Universidad Técnica de Ambato, Facultad de Ciencias Agropecuarias —
Querochaca “HDV”™.

2.2.2 Ubicacién del laboratorio

Esta investigacion se llevd a cabo en el laboratorio del grupo de investigacion UTA-
RAM (One Health), de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica

de Ambato, localizada en el canton Cevallos, sector Querochaca.

Su clima es considerado templado. Sus coordenadas geogréficas corresponden a
1°22'02" de latitud sur y 78°36'20" de longitud oeste, con una altura de 2860 msnm, con
una temperatura de 16°C, una precipitacion anual de 517,8 mm, una humedad relativa de
81% y velocidad del viento de 5.2 m/s (INAMHI, 2014).

2.2.3 Caracteristicas del lugar

Para el analisis de este estudio se utilizaron los laboratorios de investigacion de

Microbiologia Ambiental y Agricola, Microbiologia Veterinaria y Biologia molecular
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pertenecientes a la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de
Ambato.

El laboratorio cuenta con condiciones de un ambiente controlado, conservandose a una
temperatura promedio de 20°C y una humedad relativa de 48%, las condiciones de

incubacion bacteriologica se detallan para cada uno de los experimentos.

2.2.4 Factores de estudio

e Deteccion fenotipica de resistencia antimicrobiana a través de los métodos:
AmpC  (Piperacilina/Tazobactam, Imipenem y Ceftazidina) y BLEE

(Amoxicilina/Ac. Clavulanico, Cefepime, Ceftriaxona y Ceftazidina).

e Deteccion de resistencia o sensibilidad fenotipica a los antibidticos: Amikacina,
Gentamicina, Aztreonam, Ampicilina/Sulbactam, Meropenem, Cefotaxima,
Cefoxitin,  ciprofloxacina, Ac. Nalidixico, Eritromicina,  Colistina,

Sulfametoxazol / Trimetropin, Vancomicina, Ampicilina y Enrofloxacina.

2.2.5 Tratamientos

La presente investigacion es de tipo observacional descriptivo, por tanto, no existe

tratamiento alguno.

2.2.6 Disefo experimental

La investigacion emplea un disefio de tipo observacional-descriptivo de los perfiles de
resistencia de un banco de microrganismos definido. En la cual, se incluye metodologia

cuali-cuantitativa, con la finalidad de evaluar las diferencias en los perfiles de resistencia
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mediante el empleo de un dendograma de relacién jerargica entre los fenotipos
detectados.

2.3 Manejo del experimento

2.3.1 Obtencidn de aislado de E. coli en caninos de la ciudad de Ambato

Las cepas utilizadas de la investigacion fueron obtenidas por hisopados rectales,
aisladas, identificadas y confirmadas por estudio microbioloégico y molecular, las
mismas proceden de tres centros clinicos veterinarios, y un refugio de perros callejeros y
fueron caracterizadas preliminarmente en la tesis de Médico Veterinario y Zootecnista
de Eduardo Javier Nufiez Arcos; En la presente investigacion de un banco total de 114
cepas, se analizd 79 aislados de E. coli. El resto de aislamientos corresponde a clones

duplicados.

2.3.2 Preparacion de soluciones y medios de aislamiento.

» Caldo Triptona Soya (TSB)

v Preparacion: se suspende 30 g de solucidn en un litro de agua destilada, mezclar
en la platina de calentamiento hasta su disolucion, se coloca en la autoclave a
121°C durante 15 minutos.

v" Inoculacion: usando un asa de siembra bacterioldgica estéril, se toma una
muestra de cada uno de los aislados de E. coli criopreservados, se procede a
suspendiendo las bacterias en 5 ml de TSB en un tubo de ensayo, se incuba a
37°C durante 24 horas (over night-O/N).

Con una micropipeta de 200 pl se coloca 0.2ml de la solucion incubada en un tubo de
ensayo con 5 ml de TSB, se procede a incubar a 37°C durante 30 a 45 minutos, hasta

obtener una densidad (turbidez) optica de 0,5 de la escala de Mc Farland.

24



» Agar Mueller-Hinton

v Preparacion: se suspende 38 g del medio en 1 litro de agua destilada, se calienta
en la platina de calentamiento agitando frecuentemente e hirviendo por 1 minuto,
se esteriliza la solucién en la autoclave a 121°C durante 15 minutos y enfriando a
45°C a 50°C.

v Inoculacion: usando la cabina de flujo laminar bioseguridad Il, se dispens6 5 ml
del agar en placas Petri de vidrio y 20 ml de agar en placas Petri de plastico.
Dejando reposar por 10 minutos hasta que la solucion tome rigidez.

v Siembra: se etiquetd las placas en dependencia de la cepa estudiada, se procede
a sumergir en hisopo estéril en el tubo de ensayo que contiene el organismo
aislado, cuyo exceso se reduce realizando presion contra las paredes internas del
tubo.

Inmediatamente, se sembrd con el hisopo la superficie seca de la placa Petri tres veces

sobre toda su superficie procurando una distribucion simétrica.

2.3.3 Colocacion de discos antibioticos.

Se coloca los discos de panel de antibioticos seleccionados en la tabla 1 y 2, sobre la
superficie del agar utilizando pinzas anatomicas estériles, aplicandolas con ligera presion
en una distribucién de mas de 15 milimetros sobre el borde de la placa y de méas de 30
milimetros entre discos descrita en la figura 1, cuya finalidad es no disminuir los
diametros de difusion del antibidtico. En las placas de 100 mm utilizadas no se

colocaron mas de 4 discos de antibioticos.

Una vez preparado el medio y colocados los discos de antibioticos, se procedié a
incubarlos por 37°C por 18 a 24 horas considerando su colacion invertida para que el
agua condensada no resbale al agar, precautelando un cambio indeseado en las

condiciones del medio y en su posterior lectura.
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2.3.4 Panel de antibidticos utilizado

Tabla 1. Panel de antibiéticos

Amikacina (AK30)

Gentamicina (CN10)

Piperacilina / Tazobactam (TZP110) AmpC
Aztreonam (ATM30)

Cefepime (CEP30) BLEE
Ceftazidina (CAZ30) AmpC/BLEE
Cefoxitin (FOX30)

Ac. Nalidixico (NA30)

Colistina (CT10)

Vancomicina (VA30)

Enrofloxacina (ENR5)

Amoxicilina/Ac. Clavulanico (AMC30) BLEE
Ampicilina / Sulbactam (SAM20)

Meropenem (MEM10)

Imipenem (IMP10) AmpC
Ceftriaxona (CRO30) BLEE
Cefotaxima (CTK30)

Ciprofloxacina (CIP5)
Eritromicina(E15)
Sulfametoxazol / Trimetropin (SXT25)

Ampicilina (AMP30)

Fuente: (Autor, 2020)

Tabla 2. Antibioticos seleccionados para BLEE y AmpC

Antibidticos para BLEE

Piperacilina / Tazobactam

TZP 110 | >21 18-20 <17

Imipenem

IMP10 >23 20-22 <19

Ceftazidina

CAZ30 >21 18-20 <17

Antibidticos para AmpC

Amoxicilina/Ac. Clavulanico

AMC30 >18 14-17 <13

Cefepime FEP30 >25 | 19-24 | <18
Ceftriaxona CRO30 >23 20-22 <19
Ceftazidina CAZ30 >21 18-20 <17

Fuente: (Autor, 2020)
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2.3.5 Medicion y lectura de halos de inhibicion del antibiograma.

Después de la incubacion con una regla se procede a medir los halos de inhibicion
formados, cuyos datos son redondeados hasta el proximo milimetro, registrando los
datos en los respectivos registros, descrito en tabla 3.

Tabla 3. Interpretacion de Halos de Inhibicion

Antibiotico Abreviatura| Sensible [Intermedio|Resistente
Amikacina AK30 >17 15-16 <14
Gentamicina CN10 >15 13-14 <12
Piperacilina / Tazobactam TZP 110 >21 18-20 <17
Aztreonam ATM 30 >21 18-20 <17
Amoxicilina/Ac.

Clavulanico AMC30 >18 14-17 <13
Ampicilina / Sulbactam SAM 20 >15 12-14. <11
Meropenem MEM 10 >23 20-22 <19
Imipenem IMP10 >23 20-22 <19
Cefepime FEP30 >25 19 - 24 <18
Ceftriaxona CRO30 >23 20-22 <19
Ceftazidina CAZ30 >21 18-20 <17
Cefotaxima CTK 30 >26 23-25 <22
Cefoxitin FOX30 >18 15-17 <14
ciprofloxacina CIP 5 >21 16-20 <15
Ac. Nalidixico NA 30 >19 14-18 <13
Eritromicina E 15 >23 14 - 22 <13
Colistina CT 10 >11 <10
Sulfametoxazol /

Trimetropin SXT 25 >16 11-15. <10
Vancomicina VA 30 >17 15-16 <14
Ampicilina AMP 10 >17 14-16 <13
Enrofloxacina ENR 5 >23 17 - 22 <16

Fuente: (CLSI, 2020)
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Figura 1. Colocacion de discos Antibidticos

30mm

15mm

Fuente: (Navarro et al., 2011).

2.3.6 Interpretacion de resultados del antibiograma

Los resultados de sensibilidad se clasificaron en las tres categorias segun las tablas del
CLSI: sensible (S), intermedio (1) o resistente (R) (CLSI, 2015).

Para el procesamiento de la informacién se utilizo el programa Microsoft Excel 2018.
Los dendogramas de relacién jerarquica entre fenotipos de resistencia se los ejecut6é con
el programa MultiExperiment Viewer version 4.9.0.
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CAPITULO Illl.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Resultados

Perfiles de Susceptibilidad mediante el Meétodo de Difusion de Disco.

Los laboratorios médicos alrededor del mundo han estandarizado métodos que permiten
analizar la susceptibilidad de un agente bacteriano, frente a un panel de antibidticos;
mismos que cuentan con normativas y registros globales que verifican el uso de los
medicamentos mas oportunos para combatir infecciones (CLSI, 2015). En la presente
investigacion de un banco total de 114 cepas, se analiz6 79 aislados de E. coli, contra los
21 antibioticos utilizados frecuentemente en la clinica diaria veterinaria, en el area de
fauna convencional; obteniéndose informacién de la evolucion temporal y geogréfica

que presenta esta bacteria en la actualidad.

En la tabla 4, se observa que la mayoria de las cepas de E. coli presenta una resistencia
marcada en antibidticos como: Ampicilina 100% (79/79), Vancomicina 100% (79/79),
Cefotaxima 98.7% (78/79), Eritromicina 98.7% (78/79), Ceftriaxona 97.5% (77/79). Por
otra parte, la misma bacteria presenta menor perfil de resistencia en medicamentos
como: Sulfametoxazol /Trimetropin 79.7% (63/79), Aztreonam 73.4% (58/79),
Cefepime 72.2% (57/79), Acido Nalidixico 67.1% (53/79), Ciprofloxacina 63.3%
(50/79), y Enrofloxacina 57% (45/79).

En contraste, entre los antibidticos que presentaron una respuesta de sensibilidad
fenotipica frente a la coleccidn de bacterias evaluada, encontramos a: Meropenem 98.7%
(78/79), Imipenem 96.2% (76/79) Piperacilina/Tazobactam 84.8% (67/79), Cefoxitin
83,5% (66/79), Amikacina 82.3% (65/79), Colistina 72,2% (57/79), Gentamicina 70,9%
(56/79) y Amoxicilina/Ac. Clavulanico 51.9% (41/79).
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Tabla 4. Evaluacion de la cantidad de cepas de E. coli, resistentes por cada

antibiotico
BLEE
Y Total | Total
Antibiotico AmpC | Resistentes [ % | Intermedias| % Sensibilidad % C. %

Amikacina 5 6,3 9 11,4 65 823 | 79 100
Gentamicina 21 26,6 2 2,5 56 709 | 79 100
Piperacilina / 67
Tazobactam AmpC 2 2,5 10 12,7 84,8 79 100
Aztreonam 58 73,4 10 12,7 11 139 | 79 100
Amoxicilina/A a
¢. Clavulanico | BLEE 17 21,5 21 26,6 519 [ 79 100
Ampicilina / 29
Sulbactam 22 27,8 28 35,4 367 | 79 100
Meropenem 0 0,0 1 1,3 78 98,7 79 100
Imipenem AmpC 0 0,0 3 38 76 96,2 | 79 100
Cefepime BLEE 57 72,2 19 24,1 3 38 | 79 100
Ceftriaxona BLEE 77 97,5 2 2,5 0 0,0 79 100
Ceftazidina BLEE 23 29,1 23 29,1 33 418 | 79 100
Ceftazidina AmpC 28 35,4 15 19,0 36 456 | 79 100
Cefotaxima 78 98,7 1 1,3 0 00 | 79 100
Cefoxitin 10 12,7 3 3,8 66 835 | 79 100
ciprofloxacina 50 63,3 7 8,9 22 278 | 79 100
Ac. Nalidixico 53 67,1 12 15,2 14 17,7 | 79 100
Eritromicina 78 98,7 1 1,3 0 0,0 79 100
Colistina 21 26,6 1 1,3 57 722 | 79 100
Sulfametoxazo 16
I / Trimetropin 63 79,7 0 0,0 203 | 79 100
Vancomicina 79 100,0 0 0,0 0 00 | 79 100
Ampicilina 79 100,0 0 0,0 0 00 | 79 100
Enrofloxacina 45 57,0 23 29,1 11 139 | 79 100

Bacterias resistentes a antimicrobianos.

La resistencia antimicrobiana obtenida de los 79 aislados de E. coli en el estudio, fueron

evaluadas por 21 antibidticos, clasificadas por familias como: Aminoglucosidos,

Betalactamicos,

Macrolidos, Polimixinas, Sulfonamidas potenciadas y Glucopéptidos, mismos que bajo

Carbapenem,
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las normativas del CLSI, estandariza los didmetros de los halos de inhibicion;
obteniendo la siguiente informacién: 12/79 cepas de E. coli presenta resistencia a 13
antibioticos evaluados; asi mismo, 11/79 cepas mantienen una resistencia a 10 farmacos.
Un total de 8/79 bacterias aisladas son resistentes a 8 antibioticos; mientras, la misma
cantidad de cepas lo es para 7 antimicrobianos, 7/79 de estos microorganismos presenta
resistencia a 9 antibioticos, 5/79 cepas son resistentes para 7 antibioticos, asi mismo 5/79

lo son para 12 antibioticos diferentes.

Figura 2. Cepas bacterianas frente al panel de antibidticos
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Fuente: (Autor, 2020)

Ademas, la investigacion describe 4/79 cepas resistentes a 14 medicamentos, también el
estudio otorga datos que aseveran que 2/79 cepas de E. coli son resistentes a 4 y 5
antibioticos respectivamente, descrito en la figura 2. La resistencia microbiana en la
comunidad, y las considerables variaciones geograficas y temporales que presentan los
perfiles de resistencia, ha elevado el interés en la realizacion de estudios de

multiresistencia bacteriana  en E. coli (Carvalho etal., 2016).
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Identificacion de Bacterias con fenotipo BLEE

Con la finalidad de detectar BLEE, se emplearon inhibidores de estas enzimas, como el
acido clavulanico que en combinacién con cefalosporinas de tercera y cuarta generacion
inhiben a las BLEE y reduce el nivel de resistencia de estas a las cefalosporinas. Para la
interpretacion y la lectura, se precedié por los resultados obtenidos en base a una zona
de inhibicion agrandada o distorsionada alrededor del disco de Amoxicilina/acido
clavulanico (AMC) como indicativo de sinergia entre antibidticos como: Cefepime
(FEP), Ceftazidima (CAZ) y Ceftriaxona (CRO), la cual se tomé como evidencia de un
resultado positivo para un fenotipo BLEE (Ghimire et al., 2017). Un total de 57/79
aislados mostraron la sensibilidad frente a estos inhibidores para las cefalosporinas en la
zona cercana al disco que contenia esta mezcla; de los cuales 15 (26.3%) pertenecen a
perros callejeros y 42 (73.7%) a perros tratados en centros veterinarios, expuestos en la
tabla5y 6.

Tabla 5. Identificacidn de cepas con fenotipo BLEE Y AmpC

/ CALLEJEROS | DOMESTICOS # % # % TOTAL
CEPAS | CEPAS | CEPAS | CEPAS | CEPAS
+ + - -
BLEE 15 42 57 72,2 22 27,8 79
AmpC 18 46 64 81,0 15 19,0 79

Fuente: (Autor, 2020)

Identificacion de Bacterias con fenotipo AmpC

Entre otros mecanismos de resistencia a betalactdmicos estudiados, se incluyé la
interpretacion de pruebas fenotipicas para evaluar los efectos producidos por los
inhibidores de AmpC; misma que trata de caracterizar enzimas de resistencia a la
combinacion de betalactamico con inhibidores de betalactamasas, con la excepcion de
piperacilina-tazobactam. Para la técnica se incluy6é un antimicrobiano inductor como lo
es: Imipenem (IMI) y un antibidtico revelador o testigo como: Ceftazidima (CAZ) y

Piperacilina-tazobactam (TZP), cuya sinergia de inhibicion fue detectada en 64/79 cepas
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bacterianas de E. coli estudiadas, de los cuales 18 (28.1%) pertenecen a perros callejeros
y 46 (71.9%) a perros tratados en centros veterinarios, descrito en la tabla5y 6.

Tabla 6. Codificacion de cepas de Escherichia coli positivas a BLEE y AmpC

# CEPA ORIGEN BLEE AmpC
E1 | CVSP0O2bl Domeéstico CVSP NO NO
E2 | CVSP0O4a Domeéstico CVSP NO Sl
E3 | CVSP05a Domeéstico CVSP NO NO
E4 |CVSP08a Domeéstico CVSP NO Sl
E5 |CVSP12Sa Domeéstico CVSP Sl Sl
E6 | CVSP15Sa Doméstico CVSP Sl Sl
E7 |CVSP17Sa Domeéstico CVSP Sl Sl
E8 | CVSP18Ea Domeéstico CVSP Sl Sl
E9 | CVSP26Sa Doméstico CVSP Sl Sl
E10 |C2a Callejero Sl Sl
Ell |Cl4a Callejero Si Sl
E12 | CVSP35E1 Doméstico CVSP Sl Sl
E13 | CVSP37E1 Doméstico CVSP Sl Sl
E14 | CVSP39S Domeéstico CVSP Sl Sl
E15 | CVSP43S1 Doméstico CVSP Sl Sl
E16 | CVSP45Ela Doméstico CVSP NO Sl
E17 | CVSP47E1 Domeéstico CVSP Sl Sl
E18 | CVSP48E1 Domeéstico CVSP NO Sl
E19 |Cl7a Callejero Sl Sl
E20 | CVSP49a Doméstico CVSP Sl Sl
E21 | CVSP52a Domeéstico CVSP Sl Sl
E22 | CVSP57a Domeéstico CVSP Sl Sl
E23 |C37 Callejero NO NO
E24 |C19a Callejero Sl Sl
E25 | C20a Callejero NO NO
E26 | C29a Callejero Sl Sl
E27 |C30a Callejero Sl Sl
E28 | CVSP60a Doméstico CVSP Sl Sl
E29 | CVSP6la Doméstico CVSP Sl Sl
E30 | CVSP62a Doméstico CVSP Sl NO
E31 | CVSP68a Domeéstico CVSP Sl NO
E32 | CVSP69a Doméstico CVSP NO NO
E33 |CVSP73a Doméstico CVSP Sl Sl
E34 | CVSP76a Domeéstico CVSP Sl Sl

33




# CEPA ORIGEN BLEE AmpC
E35 | CVSP77a Domeéstico CVSP Sl Sl
E36 |Cl18a Callejero Si Sl
E37 | CVSP79a Domeéstico CVSP Sl Sl
E38 | CVPP02a Domeéstico CVPP NO NO
E39 | CVPP0O3a Doméstico CVPP NO Sl
E40 | CVPP04a Domeéstico CVPP NO Sl
E41 | CVPP05a Domeéstico CVPP Sl NO
E42 | CVPP0O6 Doméstico CVPP Sl Sl
E43 | CVPP0O7al Domeéstico CVPP Sl Sl
E44 | CVPPO08 Domeéstico CVPP NO Sl
E45 | CVSP8la Domeéstico CVSP Sl Sl
E46 | CVSP83a Domeéstico CVSP NO Sl
E47 |C36 Callejero NO NO
E48 | CVSP84 Domeéstico CVSP Sl NO
E49 | CVSP85 Domeéstico CVSP Sl Sl
E50 | CVSP89 Doméstico CVSP Sl NO
E51 | CVSP93 Doméstico CVSP Sl Sl
E52 | CVSP94 Domeéstico CVSP Sl Sl
E53 | CVSP98a Domeéstico CVSP NO NO
E54 | CVPP12a Domeéstico CVPP Sl Sl
E55 | CVSP100a Domeéstico CVSP NO Sl
E56 |C2c Callejero Si Sl
E57 | CVSP99 Doméstico CVSP Sl Sl
E58 | C20b Callejero NO NO
E59 | CVSP60b Domeéstico CVSP Sl Sl
E60 | C19b Callejero Sl Sl
E61 | C29b Callejero Sl Sl
E62 | C17b Callejero Sl Sl
E63 | C30b Callejero Sl Sl
E64 | C36b Callejero NO Sl
E65 | C37b Callejero NO Sl
E66 | CVPPOT7c Domeéstico CVPP Sl Sl
E67 | C18b Callejero Sl Sl
E68 | Cl8a Callejero Sl Sl
E69 | CVSP73b Doméstico CVSP Sl Sl
E70 | CVSP68b Doméstico CVSP Sl Sl
E71 | CVSP57b Doméstico CVSP Sl Sl
E72 | CVSP62b Doméstico CVSP Sl Sl
E73 |C2b Callejero Sl Sl
E74 | CVSP45E2 Doméstico CVSP Sl Sl
E75 | CVSP45E3 Doméstico CVSP Sl Sl
E76 |Cl4b Callejero Sl Sl
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# CEPA ORIGEN BLEE AmpC
E77 | CVSP48E2 Domeéstico CVSP NO NO
E78 | CVSP47E2 Domeéstico CVSP Sl Sl
E79 | CVSP17Sh Domeéstico CVSP NO Sl
Fuente: (Autor, 2020)

Agrupamiento Jerarquico de los Patrones de Susceptibilidad

El perfil de resistencia para cada aislado de E. coli. utiliz6 un analisis jerarquico de
conglomerados/cluster, descrito en la (Figura 3 y 4), mismo que permitio visualizar las

semejanzas de los resultados de susceptibilidad y resistencia antimicrobiana, en cuyo

analisis y agrupacion se llevé a cabo utilizando el software MeV.

Las cepas de E. coli, se separé en grupos segun su perfil de susceptibilidad al panel
determinado de antibioticos testeados, factores que permitieron tener una clasificacion
mediante un arbol de andlisis jerarquico; dando como resultado 9 cllster diferentes.
Tabla 5. Resultados que estdn aglomerados por ciertas caracteristicas como: muestras
fecales de centros clinicos veterinarios “CVSP Y CVPP” y muestras de perros callejeros

“C”, cuyas semejanzas se basd en multiresistencia, sensibilidad, susceptibilidad y

procedencia.
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Figura 3. Arbol de analisis jerarquico
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La diversidad clonal de los genes de resistencia a betalactamicos en aislados de E. coli,
se muestra en la tabla 6, donde encontramos un dendograma que se adquirié mediante el
uso del programa Itol, cuya similitud entre cepas fue analizado por medio del indice de
Dice, por el Método de Pares no Ponderados utilizando una Media Aritmética
(UPGMA).

La diversidad clonal presente entre las cepas analizadas, es demostrada en la figura 3; donde
se consider6 una similitud mayor o igual a un 80% para agrupar las cepas en un mismo clon

o cluster; la misma imagen menciona un total de 9 clUster.

Figura 4. Dendograma de las pruebas de susceptibilidad
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Ademas, se puede visualizar la relacion fenotipica de los grupos clonales (C2, C3, C4y
C5) con caracteristicas de un ancestro en comun, asi con el grupo (C6, C7, C8 y C9),
que comparte similitudes a un mismo patron fenotipico. EI grupo clonal C1 presenta: 3
aislamientos con un solo subtipo, 2 de origen callejero y uno de origen doméstico CVSP;
mientras el clister C2 presenta 6 aislamientos con 3 subtipos, que corresponden al mismo
origen domestico CVSP; por otra parte, el cluster C3 manifiesta 7 aislados con 4 subtipos;
71,4% y 28.6% de origen domestico CVSP y CVPP respectivamente.

Los grupos C4 revela 4 aislamientos con 2 subtipos de los cuales se estiman, que un 75%
son de origen callejero y un 25% de origen doméstico CVPP; en cuanto al cluster C5
mantuvo 12 aislamientos con 6 subtipos que corresponden a origenes variados CVSP y
CVPP vy callejeros. En los aglomerados C6 y C7 se visualiza 4 aislamientos con 4 subtipos,
y 9 aislamientos con 5 subtipos respectivamente; mismo que presentan una variacion entre
los aislamientos: callejeros y domésticos CVSP Y CVPP. En cuanto al conjunto C8 posee 10
aislamientos con 6 subtipos, el 60% de origen callejero y el 40% de origen doméstico CVSP
Y CVPP; por ultimo, el claster C9 tiene 21 aislamientos con 8 subtipos, 76,2% de origen
doméstico CVSP Y CVPP y 23,8% en callejeros.
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3.2.Discusioén

El aparecimiento y continua evolucién de cepas bacterianas multirresistentes se ha
convertido en un problema de indole mundial, tanto en medicina veterinaria como en el
tratamiento de infecciones en humanos (Castafieda et al., 2016). Una de las prioridades
médicas en la actualidad es la creciente resistencia antimicrobiana a betalactamicos,
detectada en muestras fecales de animales de compafiia, hecho que resulta alarmante en
la préctica diaria, puesto que es uno de los grupos antimicrobianos en primera linea de

utilizacion en el tratamiento médico clinico de infecciones.

Por esas razones, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal (OIE) promueven el monitoreo de microorganismos
multidrogorresistentes entre los que destaca E. coli; por tal motivo esta investigacion
evalud la afectacion de E. coli en muestras de origen en caninos de una misma zona
geogréafica  Ambato-Ecuador, encontrando perfiles de resistencia para: Ampicilina
(100%), Vancomicina (100%), Cefotaxima (98.7%), Eritromicina (98.7%), ceftriaxona
(97.5%), Sulfametoxazol/Trimetropin (79.7%), Aztreonam (73.4%), Cefepime (72.2%),
Ciprofloxacina (63.3%) y Enrofloxacina 57%; cuya resistencia a estos antimicrobianos
puede atribuirse al uso indiscriminado, empirico y autodosificado de estos
medicamentos, careciendo en primera instancia de un diagndstico de laboratorio, como

de la aplicacion negligente de los mismos (LOpez-Velandia et al., 2015).

El 72.2% de cepas positivas analizadas, presentan un fenotipo de resistencia compatible
a BLEE, de las cuales 26.3% pertenecen a caninos callejeros y 73.7% a caninos tratados
en centros veterinarios; datos que son ligeramente superiores a los reportados por
Espinoza, E. (2017), en Quito-Ecuador en perros valorados en una clinica veterinaria,
donde obtuvieron un 87.64% de BLEE. Por su parte, en su estudio realizado en parques
publicos de Copenhague-Dinamarca obtuvo una prevalencia de 1.9%, diferente a los

encontrado en Corea del Sur, quienes muestran un 25.5% (Tamang et al., 2012).
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Con mayor porcentaje esta investigacion informé un 81% de resistencia compatible con
betalactamasas tipo AmpC de los cuales 28.1% pertenecen a perros callejeros y 71.9% a
perros tratados en centros veterinarios; resultados que discrepan con los detectados en
Alemania quienes reportaron un 4% en caninos hospitalizados (Schaufler et al., 2015)
similitud de datos fueron reportados en Portugal quienes obtuvieron un 20% de cepas E.
coli aislada en perros callejeros (Belas et al., 2014).

La totalidad de las cepas de E. coli analizadas, se encuentran resistentes para
Ampicilina y Vancomicina, perfiles similares fueron encontrados en Ampicilina 100%
(54/54) en Taiwan (Huang etal., 2020); mientras Abbas etal., (2019) sostuvo en
Pakistan una resistencia al mismo farmaco en un 80.8% (84/105) en heces fecales de
caninos. Por su parte el uso de la Vancomicina estd relacionado a infecciones no
responsivas 0 con sensibilidad reducida a penicilinas o cefalosporinas, hecho que nos
Ileva a considerar el uso inapropiado y la falta de datos sobre el antibiético por la clinica
practica (L6pez-Velandia et al., 2015).

Las cepas estudiadas exhiben resistencia a Cefotaxima 98.7%, Eritromicina 98.7% vy
Ceftriaxona 97.5%; sin embargo (Aslantas & Yilmaz, 2017) obtiene en sus aislamientos
una resistencia para la Cefotaxima de un 22% (95/428) y 45.3% (194/428) para
Eritromicina; mientras Espinoza, (2017) presencié una sensibilidad para la Ceftriaxona
de un 32.9% (89/270) llevando a considerar, que la produccién de betalactamasas de
espectro extendido es una amenaza latente de la eficacia de cefalosporinas ya
administradas en el sector veterinario en procedimientos criticos. De los antibidticos
analizados, se presencia una mayor sensibilidad al Imipenem, Meropenem y Amikacina,
en cuyo grupo los Carbapenémicos se ponderan efectivos contra las bacterias
productoras de BLEE, datos que son sustentados con nuestros resultados por (Ghimire
& , Bipesh Acharya, 2017). No obstante, el uso de estos farmacos en animales de

compafiia, ya reportan resistencia (Huang et al., 2020).
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El desarrollo de la resistencia bacteriana a los antimicrobianos no es un fenémeno
inesperado ni nuevo; sin embargo, es una situacién problematica debido a la frecuencia
con la que nuevos fenotipos de resistencia emergentes ocurren (OIE, 2008). La presion
selectiva ejercida por factores externos, como el mal uso, venta libre y falta de
suficientes normas regulatorias del uso de antibidticos en medicina humana, veterinaria
o0 agricultura, junto a los diversos mecanismos de resistencia y transferencia genética que

poseen las bacterias, contribuyen considerablemente a esta situacion.
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CAPITULO IV.- CONCLUSIONES

4.1. CONCLUSIONES

Se determiné los perfiles fenotipicos de 79 aislados de Escherichia coli, tomadas de
muestras procedentes de hisopado rectal/fecal de caninos procedentes de la ciudad de
Ambato, distribuidos en dos grupos: perros callejeros y perros atendidos en centros
veterinarios, detectando niveles de multirresistencia en la mayoria de aislados

analizados.

La evaluaciéon de los perfiles de resistencia y sensibilidad antibiotica en los 79 aislados
de E. coli, mostraron resistencia para Ampicilina 100% (79/79), Vancomicina 100%
(79/79), Cefotaxima 98.7% (78/79), Eritromicina 98.7% (78/79) y Ceftriaxona 97.5%
(77/79); y mostraron una mayor sensibilidad frente a antibiéticos como: Meropenem
98.7% (78/79), Imipenem 96.2% (76/79). Estos resultados sugieren que los animales de
compafiia pueden representar potenciales reservorios de microorganismos resistentes y
ponen en evidencia la necesidad de realizar diagnosticos basados en cultivo para

prescribir antibidticos.

La identificacion de perfiles fenotipicos por el método ESBL; (Espectro extendido de
Betalactamasas), detectd un total de 57/79 aislados positivo; de los cuales 15 (26.3%)
pertenecen a perros callejeros y 42 (73.7%) a perros tratados en centros veterinarios. Se
identifico los perfiles fenotipicos en E. coli con resistencia antimicrobiana por el método
AmpC; (Serin-Betalactamasa), en cuya correlacion de inhibicion se detecto 64/79 cepas
bacterianas, de las cuales 18 (28.1%) proceden de caninos callejeros y 46 (71.9%) de

caninos tratados en centros veterinarios.
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La presencia de microorganismos multirresistentes en caninos es preocupante,
considerando que las mascotas pueden representar un reservorio silencioso de estos
patogenos. Se detectd una mayor frecuencia de aislamientos resistentes en animales con
duefio en comparacion con los animales callejeros, por lo que se sugiere que las
interacciones entre mascotas y propietarios, los héabitos de alimentacién y el entorno

tienden a favorecer la seleccion de estos patdgenos.
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ANEXOS

ANEXO A

Fotografias

Foto 1. Preparacion de la biomasa e inoculacién de la bacteria.

Fotos 2. Siembra de la bacteria en el Agar Mller-Hinton.

49



Foto 3. Incubacion de la bacteria over night.

Foto 4. Lectura e interpretacion de fenotipos BLEE y AmpC.
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ANEXO B

Banco de cepas de origen canino de la ciudad de Ambato

CODIGO CEPA ORIGEN EDAD RAZA SEXO ANAMNESIS
El CVSPO2bl Doméstico CVSP 7 afios Basset Hound H GTX
E2 CVSP04a Domeéstico CVSP 3 meses Husky H GTX
E3 CVSP05a Doméstico CVSP 3 afios Shitzu M GTX
E4 CVSP08a Doméstico CVSP 2 afios Shitzu H GTX
E5 CVSP128a Domeéstico CVSP 9 afios Doberman pinscher M S
E6 CVSP15Sa Doméstico CVSP 4 meses Pit Bull M s
E7 CVSP178a Doméstico CVSP 1 afio Shitzu M S
E8 CVSP18Ea Doméstico CVSP 2 afos Bull Dog Ingles M GTX
E9 CVSP265a Doméstico CVSP 2 afios Pastor Aleman H S

E10 C2a Callejero 2 afos Mestizo M HAB
E1l Clda Callejero 3 afios Mestizo M S
E12 CVSP3SEL Doméstico CVSP 1 mes Shitzu M GTX
E13 CVSP3TEL Doméstico CVSP 3 meses Pit Bull M GTX
E14 CVSP39s Doméstico CVSP 2 afios Poodle H S
E15 CVSP43s1 Doméstico CVSP 2 meses Poodle H S
E16 CVSP45ETa Doméstico CVSP 1 mes Sharpei M PVS
E17 CVSPA7EL Doméstico CVSP 9 afios Poodle M GTX
E18 CVSP48EL Doméstico CVSP 12 afios Poodle M TBR
E19 Cl7a Callejero 8 meses Pit Bull M VIN
E20 CVSP49a Doméstico CVSP 3 afios Mestizo M GTX
E21 CVSP52a Doméstico CVSP 14 afios Labrador M 0SA
E22 CVSP57a Doméstico CVSP 3 afios Mestizo M TBR
E23 c37 Callejero 5 afios Mestizo M S
E24 Cl9a Callejero 2 afios Mestizo H S
E25 C20a Callejero 16 afios Mestizo H S
E26 C29 Callejero 7 afios Mestizo H S
E27 C30a Callejero 9 afios Mestizo H S
E28 CVSP60a Doméstico CVSP 9 afios Sharpei M DER
E29 CvSP6la Doméstico CVSP 6 meses Schnautzer H PVR
E30 CVSP62a Doméstico CVSP 4 meses Pekinés H S
E31 CVSp6ga Doméstico CVSP 15 afos Poodle M ORQ
E32 CVSP69a Doméstico CVSP 2 afios Doberman M S
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CVSP73a

E33 Doméstico CVSP 10 afios Poodle H OSA
E34 CvSP76a Doméstico CVSP 2 afios Yorkshire H S
E35 CVSPT7a Doméstico CVSP 8 affos Mestizo M s
E36 Cl8a Callejero 2 afos Mestizo H S
E37 CVSP79a Doméstico CVSP 4 meses Mestizo H S
E38 CVPPO2a Doméstico CVPP 6 afios Schnautzer H OSA
E39 CVPP03a Doméstico CVPP 3 meses Poodle H S
E40 CVPP04a Doméstico CVPP 8 affos Mestizo H DER
E41 CVPPO5a Doméstico CVPP 6 meses Cocker Spaniel H DIS
E42 CVPP06 Doméstico CVPP 3 afios Mestizo H s
E43 CvPPO7al Doméstico CVPP 5 meses Poodle M DIS
E44 CVPPO8 Doméstico CVPP 14 afios Golden Retriever M NEU
E45 CvsPela Doméstico CVSP 3 meses Pit Bull M PVS
E46 CVSP83a Doméstico CVSP 10 afios Poodle M TBR
E47 C36 Callejero 4 afios Mestizo M S
E48 CvSP84 Doméstico CVSP 4 meses Mestizo M S
E49 CVSP85 Doméstico CVSP 3 afios Teckel M PTM
E50 CVSpP89 Doméstico CVSP 1 afio Boxer H GTX
E51 CVSP93 Doméstico CVSP 2 meses Poodle M GTX
E52 Cvspa4 Doméstico CVSP 3 afios Pit Bull H GES
E53 CVSP9ga Doméstico CVSP 2 meses Bull Terrier H GTX
E54 CVPP12a Doméstico CVPP 3 afios Schnautzer M ITX
ES55 CVSP100a Doméstico CVSP 10 afios Poodle H NPL
E56 C2c Callejero 2 afios Mestizo M HAB
E57 CVSP89 Doméstico CVSP 2 meses Bull Terrier M GTX
E58 C20b Callejero 16 afios Mestizo H S
E59 CVSP60b Domeéstico CVSP 9 afios Sharpei M DER
E60 C19b Callejero 2 afos Mestizo H S
E61 C29% Callejero 7 afos Mestizo H S
E62 Cl17b Callejero 8 meses Pitbull M VIN
E63 C30b Callejero 9 afios Mestizo H S
E64 C36b Callejero 4 afios Mestizo M S
E65 C37b Callejero 5 afos Mestizo M S
E66 CVPPOTC Doméstico CVPP 5 meses Poodle M DIS
E67 C18b Callejero 2 anos Mestizo H S
E68 Cl8a Callejero 2 afios Mestizo H S
E69 CVSP73b Doméstico CVSP 10 afios Poodle H 0SA
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E70 CVSP6sb Doméstico CVSP 15 afios Poodle M ORQ
E71 CVSPs7b Doméstico CVSP 3 afios Mestizo M TBR
E72 CVSP62b Doméstico CVSP 4 meses Pekinés H S

E73 C2b Callejero 2 afos Mestizo M HAB
E74 CVSP45E2 Doméstico CVSP 1 mes Sharpei M GTX
E75 CVSP45E3 Doméstico CVSP 1 mes Sharpei M GTX
E76 Cl4b Callejero 3 afios Mestizo M S

E77 CVSP48E2 Doméstico CVSP 12 afios Poodle M TBR
E78 CVSP47EZ Doméstico CVSP 9 afios Poodle M GTX
E79 CVSP17Sh Doméstico CVSP 1 afo Shitzu M S

DER: dermatitis; DIS: distemper; HAB: herida abrasiva; ITX: intoxicacion; NPL.:
neoplasias; ORQ: orquiectomia; OSA: osteoartritis; PTM: politraumatizado; S:
sano; GES: gestante; TBR: traqueobronquitis; NEU: neumonia; VIN:
intususcepcion; GTX: gastroenteritis; PVS: parvovirosis.
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ANEXO C

Halo de Inhibicion en las 79 cepas de E. coli
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TZP 110
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TZP 110
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TZP 110
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TZP 110
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TZP 110
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Amikacina (AK30), Gentamicina (CN10), Piperacilina / Tazobactam (TZP110) AmpC, Aztreonam (ATM30), Cefepime
(CEP30) BLEE, Ceftazidina (CAZ30) AmpC/BLEE, Cefoxitin (FOX30), Ac. Nalidixico (NA30), Colistina (CT10), Vancomicina
(VA30), Enrofloxacina (ENR5), Imipenem (IMP10) AmpC, Ceftriaxona (CRO30) BLEE, Cefotaxima (CTK30), Ciprofloxacina

(CIP5), Eritromicina(E15), Sulfametoxazol / Trimetropin (SXT25), Ampicilina (AMP30).

60



