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1. INTRODUCCION

Desde la aparicion del hombre en la tierra, el perro ha sido el animal de
compafiia por excelencia, acompafandolo desde sus inicios hasta la época
moderna, en la actualidad el perro ha tomado un papel importante en las familias
alrededor de todo el mundo, debido a que es un animal muy noble, carifioso y
protector, llegando inclusive a servir de apoyo en diferentes organizaciones de

seguridad publica.

En México la mayoria de las familias cuentan con mascotas en sus casas Yy
el perro es la primera eleccion debido a su lealtad y para brindar proteccion a los

hogares durante la noche.

A pesar de que el perro es considerado “El mejor amigo del hombre” este
puede transmitir enfermedades que pueden dafar al ser humano, tales como la
rabia, leptospirosis, parasitosis, diarreas, gripe, entre otras. Estas enfermedades
son desencadenadas por la colonizacion de bacterias, virus o parasitos.

Una de estas bacterias ha sido Escherichia coli, que como se sabe se
encuentra presente en la flora normal del intestino de los mamiferos, actualmente
E. coli ha presentado, como la mayoria de las bacterias, resistencia a una gama

de antibiéticos que han sido aisladas de perros sanos.

El presente trabajo trata de estudiar la diseminacion de E. coli entre
mascotas y sus duefios, que han sido aisladas de muestras fecales de los
mismos, observando a través del fenotipo de resistencia, la produccion de [3-
lactamasa de espectro extendido (BLEE), y ensayos de electroforesis por campos
pulsados (PFGE), la probable relacion clonal entre cepas aisladas de ambos

hospederos.




2. MARCO TEORICO

2.1 Caracteristicas generales de Escherichia coli

Es un bacilo gramnegativo no esporulado, anaerobio facultativo, movil con
flagelos peritricos o inmovil, catalasa positiva y oxidasa negativa, capaz de
fermentar a la glucosa y lactosa, de rapido crecimiento y mide aproximadamente
de 1 a 3 um, con una temperatura 6ptima de crecimiento de 37°C, esta bacteria se
encuentra distribuida en todo el mundo, en el suelo, agua, vegetales para
consumo humano, y como parte de la microbiota normal en intestino de todos los
animales (Drassar y Hill, 1974), aunque existen cepas que presentan factores de
patogenicidad que pueden llegar a provocar enfermedades diarréicas en sus

hospederos (Rodriguez, 2002).

Es una bacteria de la familia Enterobacteriaceae descrita por primera vez
por el Dr. aleman Theodor von Escherich en 1885 como un microorganismo
habitual en la microbiota del intestino de individuos sanos, nombrandolo

inicialmente como Bacterium coli (Kaper et al., 2004) (Figura 1).

En la actualidad E. coli es una de las especies bacterianas mas estudiada
por los investigadores alrededor del mundo, no sélo por su factores de
patogenicidad, también es estudiada como modelo de investigacion para el

metabolismo, genética y en investigaciones de diversa indole (Bello, 2013).

Debido a que forma parte de la microbiota normal de intestino en humanos
y animales, su presencia se considera como indicador de contaminacién fecal
cuando se encuentra presente en alimentos y agua para consumo humano, tiene
la capacidad de proliferar rapidamente, ademas de que es una bacteria de faclil
identificacion en laboratorios de inocuidad de alimentos, de agua y en el area de

microbiologia clinica (Drassar y Hill, 1974).

10
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Figura 1: Escherichia coli en tincién de Gram (Tomado de Kaper et al., 2004)

M ben

2.1.1 Identificacién de Escherichia coli

La identificacion de E. coli se basa generalmente, en una extensa bateria
de pruebas bioquimicas convencionales, que permiten determinar las

caracteristicas de desarrollo y metabolismo.

Los métodos de identificacibn bacteriana requieren una colonia pura,
tomada de una placa de aislamiento primario, se siembra en diferentes medios y
se procede a su posterior lectura e interpretacion. En la mayoria de los casos, el

diagnéstico lleva tiempo y varios pasos de manipulacién (ver Anexol).

2.2 Importancia clinica de E. coli

E. coli es la especie bacteriana mas comun de la microbiota intestinal; se
presenta como un comensal del intestino humano pocas horas después del
nacimiento. Es raro encontrar cepas comensales asociadas a enfermedad (Iguchi
et al., 2009).

En 1944, Kauffman propuso un esquema para la clasificacion de E. coli
utilizando sueros de conejos inmunizados con las variedades de los antigenos O
(somatico), H (flagelar) y K (capsular). El antigeno O es un polisacarido
termoestable, que forma parte del lipopolisacéarido (LPS) presente en la membrana
externa de la bacteria. El antigeno K corresponde al polisacarido capsular que
envuelve a la bacteria. Actualmente se conocen un total de 185 antigenos

somaticos, 56 flagelares y 60 capsulares. La combinacion especifica de los
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antigenos O y H define el serotipo de una bacteria, en tanto que la identificacion
del antigeno somatico hace referencia al serotipo de la cepa de E. coli (Kauffman,
1944).

La enfermedad diarreica grave (EDA), es uno de los problemas de salud
publica de mayor importancia en el mundo. De acuerdo con estudios efectuados
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Fondo de las Naciones Unidas
para la Infancia (UNICEF), las EDA son un problema de salud de la poblacion
infantil, principalmente en los paises en desarrollo donde se producen anualmente
entre 5 a 6 millones de muertes, constituyendo la segunda causa global de

mortalidad infantil (Nataro y Kaper, 2004).

E. coli es responsable de aproximadamente 630 millones de casos de
diarrea en el mundo y entre 5 a 6 millones de muertes al afo, afectando
principalmente a la poblacion infantil de paises en desarrollo. Ademéas se ha
reportado su participacion en cerca del 50% de las UTI (Unidad de Tratamientos
Intermedios) intrahospitalarias y en el 90% de las infecciones de este tipo en

pacientes ambulatorios (Hernandez, C. et al., 2011).

Las cepas de Escherichia coli causantes de diarrea se han agrupado en
seis tipos patdgenos, cada uno definido por sus propiedades de virulencia: E. coli
enteropatdégena (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica (EHEC),
enteroinvasiva (EIEC), con adherencia difusa (DAEC) y enteroagregativa (EAEC).
Cada uno de los grupos patdgenos de E. coli presenta caracteristicas distintivas
relacionadas con su epidemiologia, patogénesis, manifestaciones clinicas y
tratamiento (Rodriguez, 2002) (Tabla 1).
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Tabla 1: Patotipos de Escherichia coli

Sindromes Clinicos Escherichia coli patégenas

E. coli enteropatogénica- EPEC
E. coli enterohemorragica — EHEC

E. coli enterotoxigénica — ETEC
Enteritis/ enfermedad diarreica E. coli enteroagregativa — EAEC
E. coli enteroinvasiva — EIEC

E. coli Adherente difusa — DAEC

Infecciones del tracto urinario E. coli uropatogénica — UPEC

Tomada de Molina et al., 2015

2.3 Importancia no clinica de E. coli

La multirresistencia en cepas de E. coli no solo se ha podido observar en
ambientes hospitalarios, sino que también en una gran variedad de ambientes

como son en suelo, agua, comida, animales de compafiia, etc.

Se sabe que el medio ambiente esta colonizado por millones de bacterias,
por lo que es muy comun el aislamiento de cepas, no solamente en suelo, aire,
agua, también en alimentos y esto es debido a que en los cultivos se ocupan
aguas negras para regarlos, uno de los focos de infeccibn mas comun es la
manipulacion de los alimentos, ya que muchas veces no se hace con las medidas
de higiene necesaria, provocando que estas bacterias estén circulando en la

poblacién (Drassar y Hill, 1974).

Otro de los focos de infeccién son los animales, ya sean animales de
granja, para consumo humano, animales de compafiia 0 mascotas. Estos ultimos
al estar en contacto constante con los humanos provoca que entre ellos exista una

transferencia de bacterias patdogenas y no patdégenas (Drassar y Hill, 1974).
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2.4 Origen de la Domesticacion

El origen de la domesticacion animal se estableci6 alrededor del afio 9000
A.C. (Figura 2) en el suceso de la sedimentacion humana conocido como
revolucion neolitica. Se comenz6 a utlizar a los animales con propdésitos
alimenticios, pero tiempo después se descubrié que podian ser utilizados como
herramienta de caza o comparieros de caza, adoptando un valor mas sentimental

con el hombre.

Un animal de compafila 0 mascota es un animal domesticado que se
conserva con el propoésito de brindar compafiia, a diferencia de los animales de
laboratorio, animales para la crianza o ganado, animales para el transporte
animales para el deporte, los animales de compafiia no son conservados para
traer beneficios econdémicos o alimenticios, Unicamente para un beneficio

personal.

Son seleccionados por su comportamiento y adaptabilidad e interaccién con
los humanos, utilizados también como herramientas de caza y seguridad. Poseer
un animal de compafiia puede traer a la salud consecuencias positivas, los

animales de comparfiia mas populares son el perro y gato.

Son muy adaptables al ambiente del ser humano sin importar su naturaleza,
pueden llegar a adherirse a un grupo, familia y sociedad, la cual le ofrece de todo

lo necesario para su desarrollo.

Figura 2: Pintura rupestre (tomado de Aguillon., 2014).
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2.5 Efectos en la salud animal

Poseer un animal de compafiia es frecuentemente traducido como una
adquisicion de responsabilidades, en la que se le debe brindar al animal todo lo
necesario para su correcto desarrollo. Para el cuidado de un animal de compaifiia
se necesita una correcta alimentacion y un constante cuidado que le evite

enfermedades, ademas de cuidado médico y la imitacion de su ambiente natural.

2.6 Efectos en la salud humana

2.6.1 Efectos positivos

El poseer un animal de compafiia puede traer efectos positivos en la vida
humana. El descenso de la presion arterial alta y de los niveles de colesterol y
triglicéridos en la sangre son efectos fisicos positivos que puede traer el poseer un
animal de compafia. La interaccién social que involucra el tener un animal de
compafiia, ha demostrado una respuesta positiva al estrés mental, la depresion y
los sentimientos de soledad, desembocando en un efecto placebo, que mejora la

salud del poseedor.

Asi mismo, recientes estudios en Japdén muestran que las personas que
sufren enfermedades crénicas y poseen animales de compafiia parecen ser mas

saludables que quienes viven sin un animal de compania.

En los resultados publicados en American Journal of Cardiology, los
investigadores que estudiaron a casi 200 personas hallaron que quienes poseian
un animal de compafia contaban con una mayor variabilidad de ritmo cardiaco

que aquellos sin un animal en el hogar (Alvarez, 2014).

2.6.2 Efectos negativos
Entre los efectos negativos en la salud por causa de los animales de

compafia se enumeran principalmente las respuestas inmunes y cutdneas de
alergias y asma. Otro posible riesgo es el ataque de la mascota (mordida,

inyeccion de veneno, zarpazos, etc.), también se debe de tener en cuenta el temor
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o fobia a alguna especie de mascotas. Ademas se pueden adquirir varias
enfermedades por patdgenos transmitidos a través del contacto con el animal,

como infecciones estomacales, parasitosis, salmonelosis, etc.

Ademés de las diferentes zoonosis que pueden transmitir las mascotas,
también pueden transmitir bacterias patdogenas y/o resistentes a algunos
antibioticos, esto puede darse cuando se le da la libertad a la mascota de
deambular en el domicilio y hacer sus necesidades donde sea, existen algunas
personas que incluso comen del mismo plato que sus mascotas asi como
besarlas. Una de las bacterias de vital importancia y que puede diseminarse muy
facilmente de especie a especie, es E. coli, debido a que se encuentra como flora

autoctona intestinal de los mamiferos (Alvarez, 2014).

2.7 Resistencia bacteriana

La resistencia es la capacidad que tienen las bacterias que para sobrevivir
en la presencia de antibidticos, es una forma de aumentar sus posibilidades de
supervivencia y proliferar en el medio ambiente, esto le confiere una ventaja

evolutiva para poder preservar su linaje.

Las bacterias resistentes a antibiéticos expresan mecanismos de resistencia,
segun la circunstancia en la que lo requieran, de acuerdo al grupo de antibiotico
del cual se encuentren comprometidas, estos mecanismos se pueden agrupar en

cuatro principales (Garza-Ramos et al., 2009):

a) Modificacién quimica mediante la adenilacién, acetilaciéon y fosforilacion, o
hidrélisis enzimatica del antibidtico

b) Modificacibn del sitio blanco de la bacteria debido a mutaciones
espontaneas ocurridas en los genes que codifican al blanco de accion del
antibidtico (ARN polimerasa, ARN ribosomal, proteinas enlazadoras de

penicilina PBP y la ADN girasa).
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c) Modificacion de la permeabilidad de la membrana bacteriana debido a la
sustitucion de las proteinas de la membrana externa (porinas) al modificar
su polaridad interna

d) Expulsién de antibiético debido a la sobreproduccion de bombas de flujo

gue impiden la entrada al sitio (Figura 3).

Porina con sitio
de entrada
mutado

Figura 3: Principales mecanismo de resistencia
bacteriana (Tomado de Moreno et al., 2009)

2.7.1 Transferencia de genes de resistencia

La transferencia de genes de resistencia de una bacteria a otra se lleva a
cabo por medio de la adquisicion de material génico extracromosOmico procedente

de otras bacterias.

Se realiza de forma horizontal, es decir, que la bacteria adquiere esta
resistencia a través de integrones o transposones o a través de plasmidos; este
tipo de transferencia no soélo permite la transmisibn por generaciones, sino
también permite que la bacteria que adquiri6 este material genético pueda
presentar resistencia a otro tipo de antibiéticos sin la necesidad de estar en

contacto con ellos (Hart, 1998).

La transferencia horizontal de informacion genética entre bacterias, permite
gue la misma pueda adaptarse a su entorno y evolucionar. Las bacterias utilizan

diferentes vias para poder transmitir la informacion genética que son: conjugacion,
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transduccion y transformacion; estos mecanismos de resistencia determinan la
supervivencia bacteriana ya que pueden traspasar los genes de virulencia, es
decir, que una bacteria que no presentaba factores de virulencia, pueda llegar a
presentarlos (Moreno et al., 2009).

2.7.2 Conjugacion

Es el proceso de transferencia de material genético entre una bacteria
donadora y una receptora mediante el contacto directo por medio de un pili sexual.
Descubierta por Joshua Ledenberg y Edward Tatum en 1946, es un mecanismo
de transferencia horizontal de genes que se diferencia de la transformacion y la

transduccion por el contacto entre bacterias (Hart, 1998).

Durante la conjugacion la célula donadora provee un elemento genético
movil conjugativo que generalmente es un plasmido o un trasposon, la mayoria de
los plasmidos conjugativos tienen sistemas que aseguran que la célula receptora

no tenga ya un elemento similar.

La informacién genética transferida puede beneficiar a la bacteria receptora
ya que puede incluir genes de resistencia a antibioticos, tolerancia a ambientes
hostiles o la capacidad de usar nuevos metabolitos para obtencién de energia
(Figura 4).

2.7.3 Transformacién

Es la alteracion genética de una bacteria que resulta de la absorcion
directa, incorporacién y expresion del material génico exdgeno, este material
genético se encuentra en el ambiente y se introduce a través de la membrana
bacteriana, ocurre de forma natural en algunas especies de bacterias, aunque se

puede llegar a inducir de forma artificial (Hanahan, 1985).

Para que se lleve a cabo la transformacion, la bacteria debe de estar en un estado

de competencia, que puede ocurrir como una respuesta limitada en el tiempo o las
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condiciones ambientales, tales como la falta de nutrientes y una densidad celular
elevada. Al igual que la conjugacion y la transduccién, es uno de los procesos en
el que el material genético exdgeno puede ser introducido en una bacteria
(Hanahan, 1985) (Figura 4).

2.7.4 Transduccion
Es un proceso mediante el cual el ADN es transferido a una bacteria

mediante la accion de un virus, este tipo de transferencia de material genético es
usualmente utilizada para introducir un gen exégeno en el genoma de una célula

receptora.

Cuando los bacteriéfagos infectan una bacteria, su modo normal de
reproduccion consiste en capturar y utilizar la maquinaria de replicacion,
transcripcion y traduccion de su hospedera para producir gran cantidad de virones,

o producir particulas virales, incluido el ADN o ARN viral y la cubierta proteica.

El bacteriéfago entra en ciclo lisogénico cuando su genoma se integra en el
cromosoma bacteriano, este puede permanecer latente durante varias
generaciones. Si el liségeno es inducido se inicia un ciclo litico, que termina con la
lisis de la bacteria y la liberacion de nuevos bacteriéfagos que infectaran a otras

bacterias en la periferia (Corpet, 1998) (Figura 4).

TRANSFORMACION

Figura 4: Mecanismos de transferencia horizontal de materia genético
(Tomado de Moreno et a., 2009)
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2.9 Antibiéticos B-lactamico

Un antibidtico es una molécula sintética capas de inhibir el crecimiento
bacteriano ejerciendo una accion especifica sobre las estructuras o la funcion de

los microorganismos (Vignoli y Seija, 2008).

El antibidtico B-lactamico es una lactama de cuatro miembros. Se le
denomina como tal, debido a que el atomo de nitrégeno esta unido al carbén B en
relacion con el carbonilo, también es llamado penam con un anillo heterociclico

que consiste en tres atomos de carbono y un &tomo de nitrogeno (Figura 5).

Es parte de la estructura de varias familias de antibioticos denominados [3-
lactamicos. El modo de accion es la inhibicion de la sintesis de la pared celular de
las bacterias (Bello, 2013). |

4/ —NH

O

Figura 5: Estructura principal de los antibiéticos B-Lactamicos (Tomado de
Mahoney et al., 1976)

2.9.1 Mecanismo de accion de los antibiéticos B-lactamico

Los antibidticos B-lactamicos son bacterioliticos de actividad lenta que actian
inhibiendo la sintesis de la barrera de peptidoglicanos en la pared celular
bacteriana, que produce como consecuencia un efecto autolitico. La barrera de
peptidoglicanos es importante para la integridad estructural de la pared celular, las
bacterias gramnegativas tienen una pared fina y compleja que consta de una
membrana externa compuesta por lipidos y proteinas, ademas de una membrana
interna delgada de peptidoglucano. Esta constituido por cadenas de glucidos,
formadas por la repeticion de moléculas de &cido N-acetiimuramico y N-
acetilglucosamina. El acido muramico fija las cadenas de tetrapéptidos que se

unen entre si para formar una malla. Los B-lactamicos inhiben precisamente esta
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unién o transpeptidacion, de este modo esta pared queda debilitada y se puede
romper por la presion osmética intracelular, para que los antibiéticos B-lactamicos
puedan actuar es necesario que la bacteria se halle en fase de multiplicacion, que

es cuando ésta sintetiza la pared celular (Suarez, 2008).

El paso final de la sintesis de los peptidoglicanos, la transpeptidacion, se
facilita por unas transpeptidasas conocidas como “penicillin binding proteins”
(PBPs, proteinas de anclaje de penicilinas). Los B-lactdmicos son anélogos de la
D-alanil-D-alanina, el aminoécido terminal de las subunidades peptidicas

precursoras de la barrera peptidoglicana que se esta formando.

La similitud estructural que existe entre los antibidticos B-lactdmicos y la D-
alanil-D-alanina facilita su anclaje al centro activo de las PBPs. El nucleo B-

lactdmico de la molécula se une irreversiblemente al PBP (Bello., 2013).

Esta union irreversible evita el paso final (la transpeptidacién) de la
formacién de la barrera de peptidoglicanos, interrumpiendo la sintesis de la pared.
Es posible, ademéas, que la inhibicion de los PBPs (mediante dicha union
irreversible), hace también que se activen las autolisinas de la pared celular

bacteriana (Figura 6).

Figura 6: Mecanismo de accion de los antibioticos B-lactamicos (Tomado de Suarez, 2008)
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2.10 Clasificacion de los antibioticos B-lactamicos

2.10.1 Penicilinas y Cefalosporinas
Las penicilinas (Figura 7) son un grupo de antibiéticos que contienen un

anillo B-lactamico y wun anillo de tiazolidina, formando el &acido 6-
aminopenicililanico, que deriva de la condensacion de una molécula de valina y
una cisteina para dar lugar al doble anillo caracteristico, ademas contienen una
cadena lateral, que varia de una penicilina a otra en la posicion seis del anillo 3-
lactamico y esta define las propiedades de cada una de las penicilinas de esta
familia de antibioticos. Las cefalosporinas son similares a las penicilinas, con una
estructura basica que esta constituida de un nicleo cefem, que es la fusién de un
anillo dihidrotiacinico (en el caso de la penicilina es tiazolidina) y el anillo B-
lactdmico. La codificacion de las cadenas laterales es lo que origina las diversas
cefalosporinas existentes. Se clasifican de acuerdo a la similitud de su actividad
antimicrobiana y el orden en el cual fueron introducidos al mercado, en
cefalosporinas de primera, segunda, tercera y cuarta generacion (Andraca et al.,
2001). (Tabla 2)

Tabla 2: Clasificacion de las cefalosporinas

Generacion Cefalosporina

b -Cefazolina — Cefalotina — Cefaloridina -Cefaprina — Cefadroxil - Cefalexina -
rimera
Cefadrina — Cefatrizina

-Cefuroxima — Cefamandol — Cefonicid -Ceforamida — Moxalactan-- Cefuroxima -
Cefotiam — Cefamicinas:
e Cefoxitina
Segunda e Cefmetazol
e Cefminox
e Ceftetan

e Cefbuperazona

-Cefotaxima —Ceftazidime —Ceftioxime -Cefoperazona -Ceftriaxona -Cefpirome -
Tercera Cefixime —Cefetamet —Proxetil-cefpodoxima -Ceftibuten —Cefdinir —-Cefmenoxima

—Cefsulodina.

Cuarta -Cefepime  -Cefaclidina —Cefoselis -Cefelidina

Tomada de Andraca et al., 2001
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2.10.2 Carbapenémicos.

Los carbapenémicos (Figura 7) se constituyen de un anillo B-lactamico
fusionado a un grupo pirrolidinico compartiendo un nitrogeno. Estas
modificaciones y las cadenas laterales y la posicién espacial de éstas, condiciona
la mayor afinidad por las proteinas fijadoras de penicilina (PBP) diana, incrementa
la potencia del espectro antibacteriano y de la resistencia a las B-lactamasas,

siendo los B-lactamicos de mas amplio espectro y actividad (Moreno, 2013).

2.10.3 Monobactamicos.

Los monobactdmicos (Figura 7) se derivan del &cido 3-
aminomonobactamico (3-AMA). Su estructura B-lactamica es sencilla con una
estructura monociclica donde no se encuentra fusionado el anillo B-lactamico a

otro secundario (Marin y Gudiol, 2003)

En la actualidad existen tres inhibidores de PB-lactamasas; el Acido
clavulanico, sulbactam y tazobactam. EI acido clavulanico se produce
naturalmente por Streptomyces clavulgerus, por otra parte el sulbactam vy
Tazobactam derivan del &cido penicilanico relacionadas con la Penicilina
(Barcelona et al., 2008).

B-Lactama Tipo Tipo Tipo Tipo
penicilina cefalina clavulinato carbapenam

Figura 7: Estructura quimica de los antibiéticos B-lactamicos (Walsh, 2003).

2.11 Resistencia a antibiéticos B-lactamico

La produccion de enzimas que inactivan a los antibiodticos B-lactamicos es el

mecanismo mas importante mediado por la enzima B-lactamasa y es la causa mas
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frecuente de resistencia antimicrobiana. Estas B-lactamasas pueden provenir de

plasmidos o directamente del cromosoma bacteriano.

Las B-lactamasas plasmidicas producidas en bacterias gramnegativas,
conllevan a un alto nivel de resistencia y estan sobretodo presente en las
enterobacterias y confieren resistencia a una alta gama de antibidticos -
lactamicos, a excepcion de las cefamicinas y los carbapenémicos (Gomez et al.,
1992 y Hernandez et al., 2006).

2.12 B-Lactamasas

Son enzimas capaces de romper el anillo B-lactdmico e inactivar al
antibiético que lo contenga, por este tipo de mecanismo algunas bacterias
presentan resistencia a los antibidticos B-lactamicos, como las penicilinas,

cefalosporinas, monobactamicos y carbapenémicos.

Son el mecanismo de resistencia mas importante en las enterobacterias.
Los genes que codifican a éstas enzimas pueden encontrarse en el genoma
bacteriano, en plasmidos o integrones, lo cual permite su facil transferencia entre
diferentes bacterias confiriéndoles asi resistencia a bacterias que no la

presentaban con anterioridad (Tafur, 2008).

Se han descrito mas de 200 B-lactamasas diferentes, algunas especificas
para penicilinas (penicilinasas) o cefalosporinas (cefalosporinasas), mientras que
otras poseen un amplio espectro de actividad, incluyendo a algunas que son

capaces de inactivar la mayoria de los antibioticos B-lactamicos (Livermore, 1995).

2.12.1 Clasificacion de las B-lactamasas

Se clasifican de acuerdo a los sustratos donde actian, las sustancias
capaces de inhibirlas y la similitud en su secuencia de aminoacidos. Las
clasificaciones mas usadas son las de Ambler y Bush-Jacoby-Medeiros. La

clasificacion de Ambler en 1980 distingue cuatro clases de B-lactamasas (A, B, Cy
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D) en funcién de sus secuencias aminoacidicas. Las de las clases A, C y D son
serin B-lactamasas, que poseen un residuo de serina en el centro activo y las de
clase B-metalobetalactamasas dependientes de zinc como cofactor (Cortés et al.,
2006).

La mayoria de las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) contienen a
serina como un aminodcido en su sitio activo y pertenece a la clase molecular A
de esta clasificacion, estas incluyen enzimas tales como TEM-1, SHV-1 vy la
penicilinasa encontrada en S. aureus. Este esquema fue desarrollado antes que
las BLEE aumentaran y no distingue entre la original TEM o SHV y las enzimas
gue derivan de ellas. En 1981 Jaurin y Grundstrom completaron esta clasificacion
afiadiendo la clase C: cefalosporinas con una serina en su centro activo. A finales
de los 80°s se agrega la clase D, que son enzimas que hidrolizan Oxacilina y se
distinguen de otras B-lactamasas (Papanicolau et al., 1990).

Por otra parte la clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros separa las B-
lactamasas en funciéon a su perfil hidrolitico y de sus inhibidores, distinguiendo

cuatro categorias y multiples subgrupos.

El grupo 1 corresponde con la clase molecular C de Ambler, incluye
cefalosporinas poco sensibles a &cido clavulanico, muchas de ellas son
cromosdémicas y se encuentra en P. aeruginosa y en algunas especies de

enterobacterias (Medeiros, 1997).

En el grupo 2 se incluye un gran niumero de enzimas que generalmente se
encuentran inhibidas por el acido clavulanico y son mayoritariamente plasmidicas,

entre estas se localizan las serin B-lactamasas.

Pertenecen a la clase A y C de Ambler esta dividido en 8 subgrupos en
funcidn de los sustratos que hidrolizan; el subgrupo 2a incluye a las penicilinasas,
el 2b las que inhiben a penicilinas y cefalosporinas, se les conoce como enzimas
de amplio espectro, en este grupo se diferencian a las que presentan un espectro
extendido que inactivan a la tercera generacion de cefalosporinas vy

monobactamas (2be) y aquellas que son enzimas resistentes a los inhibidores que
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derivan por mutaciones puntuales de las B-lactamasas TEM-1 y TEM-2 vy
raramente de SHV-5 (2br).

El grupo 3 incluye un grupo minoritario de enzimas portadoras de un ion
zinc en su sitio activo, se les conoce como metalo-B-lactamasas, pertenecen a la
clase molecular C de Ambler y son capaces de hidrolizar diferentes tipos de
sustratos incluyendo a las carbapenemasas, en su mayoria son cromosOmicas
pero el nimero de enzimas de este grupo ha aumentado al descubrirse

codificadas en plasmidos en cepas de Bacteroides fragilis.

El grupo 4 engloba las penicilinas que no se inhiben por el &cido clavulanico,
todas ellas estan codificadas en el cromosoma y sin clasificacion segun Ambler
(Watanabe et al., 1991: Ito et al., 1992).

2.11.2 Mecanismo de accion de las B-lactamasas

Las fases de la reaccion son: Primero se asocia no covalentemente con el
antibiético para producir el complejo de Michaelis, el anillo B-lactdmico es atacado
por el hidroxilo libre del lado de la cadena con el residuo de serina en el sitio activo
de la enzima produciendo un enlace éster-acyl covalente, la hidrolisis del éster
finalmente libera una enzima activa y el hidrolizado. Este mecanismo de accién
seguido por las B-lactamasas de clase molecular A, C y D, pero las enzimas de la
case molecular B utilizan un ié6n de zinc para atacar el anillo B-lactamico.
(Livermore, 1995).

2.12.3 B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)

Las BLEE se caracterizan por hidrolizar penicilinas y cefalosporinas de
primera y segunda generacion (cefaloridine y cefalotina), y ademas hidrolizan una
0 mas oxymino-cefalosporinas, como cefotaxima, ceftazidime y aztreonam. Las
BLEE se derivan de sustituciones de aminoacidos de enzimas TEM-1, TEM-2,
SHV-1; sin embargo, recientemente ha proliferado un nuevo grupo de enzimas

CTX-M, relacionadas con B-lactamasas cromosémicas de Kluyvera. Como el
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nombre lo implica, la mayoria de enzimas CTX-M hidrolizan con mayor rapidez a
cefotaxima que a ceftazidima; adicionalmente, a diferencia de las enzimas TEM y
SHYV, las enzimas CTX-M son inhibidas mejor por el tazobactam que por el acido

clavulanico.

Aunque estas enzimas son producidas por diversos géneros de bacterias
gramnegativas, la prueba para la deteccion de BLEE sélo ha sido estandarizada
para especies de Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli y

Proteus mirabilis (Cavalieri et al., 2005).

En los ultimos afios se ha producido una explosién a escala mundial de
familias BLEE de un linaje que no es TEM, ni SHV, ni OXA, por ejemplo las
familias CTX-M, PER, VEB, GES, TLA, BES, entre otras.

2.13 Aminoglucésidos

Son un grupo de antibidticos que derivan de las bacterias del orden

actinomicetales, del género Streptomyces y del genero Mecronospora.

Su estructura esta definida por dos 0 mas aminoazulcares unidos por enlaces
glucosidicos a un anillo aminociclitol (Figura 8), actian a nivel de ribosomas en la
subunidad 30S y en algunas extensiones de la subunidad 50S de la bacteria y por
consecuencia, a nivel de sintesis de proteinas, dando asi una lectura correcta del
coédigo genético bloqueando la sintesis proteica de las bacterias, aun se
desconoce el mecanismo de muerte de la bacteria, ya que no se ha logrado
explicar como la inhibicion de la sintesis de las proteinas provoca la muerte
bacteriana. Son activos solo frente a bacilos aerobios gramnegativos vy
estafilococos, presentando poca actividad ante estreptococos y anaerobios
(Vignoli y Seija, 2008).
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Figura 8: Estructura de la gentamicina (Tomado de Mercado et al., 2007)

2.14 Quinolonas.

Son un grupo de agentes sintéticos con actividad antimicrobiana con
toxicidad selectiva, la mayor parte de las quinolonas usadas son del grupo de las
fluoroquinolonas, que se caracterizan por tener un grupo fluoruro en el anillo

central normalmente en posicion seis (Figura 9).

Existen cuatro generaciones de quinolonas usadas como agentes
quimioterapéuticos, entre ellos se encuentra el &cido nalidixico, el ciprofloxacino,
el ofloxacino, el moxifloxacino y el levofloxacino, que usualmente se utilizan contra

microorganismos resistentes a antibioticos.

Las quinolonas de primera y segunda generacion inhiben selectivamente el
dominio ligasa de la ADN girasa (topoisomerasa IlI) dejando intacto el dominio
nucleasas. La actividad ADN girasa en las bacterias gramnegativas es constante y
esencial para el mantenimiento del DNA bacteriano, ya que la actividad nucleasa y
la accion del dominio ligasa produce la fragmentacion del DNA de la bacteria (Cué
y Morejon., 1998)

Figura 9: Estructura del acido nalidixico (Tomado de Mella et al., 2000)

28



2.15 Tetraciclina.

Es un grupo de antibiéticos obtenidos de dos formas naturalmente y por
semi sintesis, que abarcan un amplio espectro de actividad bacteriana. Son
derivados de a-naftacenocarbaxamida policiclica, nucleo tetraciclico, de donde

deriva el nombre del grupo (Figura 10).

Se extraen de forma natural de las bacterias del género Actinomices spp y
de Streptomyces spp. Aunque también se puede obtener de forma semi sintética.

Las tetraciclinas inhiben la sintesis de proteinas, actian a nivel de
ribosoma, para que tengan acceso a éste es necesario su difusién pasiva por la
membrana exterior a través de poros hidréfilicos, en algunos casos se requiere de
un segundo proceso dependiente de energia que transporta activamente a todas
las tetraciclinas a través de la membrana citoplasmatica interna. Una vez en el
interior de la célula inhiben la sintesis de proteinas y se ligan a la subunidad 30S
de los ribosomas, impidiendo el acceso del aminoacil ARNt al sitio aceptor del
complejo ARNm-ribosomal, y esto tiene como consecuencia la no adicion de

aminoécidos a la cadena peptidica en crecimiento (Mendoza et al., 2011).

La resistencia a tetraciclina es mediada por plasmidos, debido a esto las
bacterias se vuelven resistentes después de su exposicion a este antibiotico, esto
implica que es posible que se pueda transferir a otras células, diseminando la
resistencia a tetraciclinas en otras bacterias (Garcia, 1997).

Figura 10: Estructura de tetraciclina (Tomado de Moreno et al., 2007)
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2.16 Fenicoles

Derivados del acido dicloroacético, el cloranfenicol posee un grupo nitro en
posicion para del anillo bencénico; este es sustituido por otro sulfometil en el
tianfenicol, ambos farmacos se fijan a la subunidad 50S del ribosoma tras penetrar
por difusién facilitada en el citoplasma bacteriano. La union al ribosoma se realiza
de tal forma que impide la fijacion del aminoacil ARNt, por lo que se detiene la
sintesis proteica (Figura 11).

La consecuencia para la bacteria sensible es la inhibicibn de su
multiplicacion, por lo que el efecto es bacteriostatico. El mecanismo de resistencia
bacteriana mas importante es la elaboracion de enzimas inactivantes. Se trata de
acetiltransferasas capaces de acetilar el cloranfenicol utilizando como fuente la
acetil coenzima A y transformarlo en derivados inactivos este mecanismo de
resistencia es extracromosoOmico. Existe también resistencia cromosémica que
consistente en el incremento de la impermeabilidad de la bacteria para el
antibiotico (Mediavilla et al., 2008).

OH OH
Cl
O.* HN
“':4 e
0 0

Figura 11: Estructura del cloranfenicol (Tomado de Mediavilla et al., 2008).

2.17 Trimetoprim-Sulfametoxazol.

Son dos tipos de antibioticos que por su actividad complementaria suelen
usarse simultdneamente en una relacion de 1:5 es decir, 1 mg de trimetoprim y 5

mg de sulfametoxazol (Figura 12).

Esta combinacion constituyé un progreso importante en la obtencion de
antibioticos eficaces. La trimetoprima es derivada de la trimetoxilbenzilpirimidina,

mientras que el sulfametoxazol es una sulfonamida de accion intermedia, ambos
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actuan en la ruta de sintesis del tetrahidrofolato, cuya inhibicion provoca que las

bacterias afectadas no puedan sintetizar purinas.

La sintesis de tetrahidrofolato se inicia a partir del &cido p-aminobenzoico.
Precisamente a este nivel actia el sulfametoxazol, que bloquea la enzima
responsable de la sintesis debido a su parecido estructural, después se unen dos
moléculas de dihidrofolato en una sola de tetrahidrofolato y es en este paso donde
actua la trimetoprima, ya que es andloga al dihidrofolato, por lo que bloquea la
enzima responsable de la union, esta reaccion tiene un efecto altamente toxico en
el ser humano, pero debido a que la afinidad de las bacterias por la trimetoprima
es mucho mas elevada que la de las células humanas, se pueden utilizar dosis lo
suficientemente bajas para que no hagan dafio al organismo humano mientras que
son lo suficientemente altas como para interferir el metabolismo de las bacterias
(Mandel y Petri, 1997).

Las bacterias no son capaces de extraer el tetrahidrofolato del medio, por
lo que dependeran de su propia sintesis para conseguirlo. Evitar esta sintesis
termina originando un déficit metabdlico en la bacteria, facilitando su muerte e
impidiendo su reproduccion, tratdndose de un antibiético bacteriostatico en cuanto
a su mecanismo de accion (Mendel y Petri, 1997).

9
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Figura 12: Estructura quimica del trimetroprim y el sulfmetoxazol (Tomado de
Mendel y Petri 1997)
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2.18 Multirresistencia o Corresistencia.

La caracteristica mas importante de las BLEE es que son mediadas por
plasmidos y estos les confieren una gran capacidad de diseminacion entre
diferentes especies de bacterias. Ademas de que el mismo plasmido donde se
encuentran los genes de las BLEE’'s, puede contener diversos genes que
codifican para resistencia a quinolonas, aminoglucésidos, tetraciclinas y
trimetoprim/sulfametoxazol, lo cual conlleva a presentar resistencia a diversas
familias de antibidticos provocando el dificil tratamiento de las personas que

porten este tipo de bacterias (Tafur et al., 2008).

Por este motivo actualmente se ha visto un incremento en la resistencia a
mas de tres diferentes grupos de antibiéticos, obteniendo el nombre de bacterias

multirresistentes.

Algunos genes que codifican para las B-lactamasas pueden también
contener genes de resistencia a otras familias de antibioticos, como las
fluoroquinolonas, aminoglucésidos, sulfonamidas, trimetoprim, entre otros; en
estos plasmidos se han descrito elementos genéticos tales como secuencias de
insercion, integrones y transposones que pueden estar involucrados en el

reclutamientos de genes de resistencia (Celis et al,. 2009).
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3.ANTECEDENTES

En 1988 Matsumoto y colaboradores reportaron la induccion de resistencia
a cefotaxima en una cepa de E. coli, que fue aislada de la flora normal de intestino
de perros de laboratorio, que habian estado en contacto con antibidticos B-
lactamicos; esta bacteria poseia un gen que codificaba para una B-lactamasa
denominada CTX-M (Matsumoto et al., 1999).

El primer reporte de bacterias productoras de BLEE de la familia de las
Enterobacteriaceae en Espafia, fue en el 2000 donde Teshager y colaboradores
aislaron una cepa de E.coli de un perro con infecciones recurrentes en tracto

urinario (Teshager et al., 2000).

Posteriormente en 2002 Brifias y colaboradores, reportaron la presencia de
E. coli productoras de BLEE que fueron resistentes a ampicilina en Espafia en
cepas aisladas de cerdo, mascotas, caballos y toros, de las cuales ocho cepas de
cerdo eran productoras de BLEE y de las cepas de mascota, caballo y toros, una
cepa fue productora de BLEE (Brifias et al., 2002)

En 2003 Briflas y colaboradores reportaron cepas de E. coli aisladas de
muestras fecales de pollos sanos donde tres de cinco cepas producian BLEE
(Brifias et al., 2003)

En 2004 Costa y colaboradores reportaron cinco cepas de E. coli que
fueron aisladas de muestras fecales de mascotas en Portugal, cuatro de ellas
provenian de perros y una de gato, y que fueron resistentes a cefalosporinas, las
cuatro cepas de perro presentaron el fenotipo BLEE mientras que la de gato no lo

presentd (Costa et al,. 2004)

En 2005 Brifias y colaboradores reportaron 2,4% de cepas de E. coli
productoras de BLEE aisladas de animales enfermos, y 6,3% de cepas de E. coli

gue producian BLEE aisladas de animales sanos en Espafia (Brifias et al., 2005).
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Igualmente en 2005 Sidjabat y colaboradores reportaron la presencia de E.
coli multidrogo-resistente que fueron aisladas de perros hospitalizados en
Australia, de las cuales once cepas contenian el fenotipo BLEE del tipo CMY,
siendo éste el primer reporte de este tipo en Australia, de esta forma se empez6 a
sospechar que los perros podrian estar siendo un reservorio importante de genes
de resistencia y que pueden estar siendo transferidos entre bacterias de la flora
autoctona intestinal de ambos hospederos a través de elementos genéticos
moviles como los plasmidos (Sidjabat et al., 2005)

En 2006 Costa y colaboradores encontraron nueve cepas de E. coli
productoras de BLEE que fueron aisladas de diferentes animales salvajes de
Portugal, cinco de estas cepas fueron aisladas de aves rapaces, dos de ciervos,

una de zorro y una de buho (Costa et al., 2006)

Chah y Oboegbulem en 2007 reportaron 16 cepas de E. coli con el fenotipo
positivo en la produccién de BLEE, aisladas de pollos comerciales en Nigeria,
dejando en manifiesto que los pollos pudieran se reservorios de cepas de E. coli
productoras de BLEE y que pueden ser transferidas al humano y a otros animales
(Chah y Oboegbulem, 2007).

En este mismo afio Girlich y colaboradores detectaron BLEE en doce cepas
de E. coli aisladas de pollos sanos en Francia. Sidjabat y colaboradores reportaron
en 2007 nueve cepas de Enterobacter spp productoras de BLEE que fueron
aisladas de perros en un hospital veterinario en Australia, siendo este el primer
reporte de cepas de Enterobacter spp aisladas de perros con genes que pueden
transmitirse por medio de plasmidos, representando un importante reservorio de
genes de resistencia con potencial de diseminacidén a otros géneros y especies
bacterianas (Girlich et al., 2007)

Torres en 2007 plantea el incremento de las deteccion de BLEE en cepas
de E. coli en animales sanos destinados para consumo humano, asi como de
animales de compaiiia principalmente perros e incluso animales salvajes, aislados

en Europa, Asia y Australia; hace referencia a que el intestino de los animales
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sanos es un reservorio de bacterias productoras de BLEE, principalmente de E.
coli y posiblemente pueda actuar en la transferencia de estos genes al humano
(Torres, 2007).

En 2008 Poeta y colaboradores aislaron cepas de E. coli a partir de
muestras fecales de gaviotas en una reserva natural de Portugal, encontrando
once cepas productoras de BLEE. En este mismo afio Moreno y colaboradores
reportaron catorce cepas de E. coli productoras de BLEE aisladas de perros y
gatos tratados con enrofloxacina, constituyendo el primer reporte de bacterias
productoras de BLEE en Chile, poniendo en evidencia que estas bacterias

constituyen un hecho importante en la salud publica (Poeta et al., 2008).

Moodley y Guardabassi en 2009 aislaron cepas de E. coli productoras de
BLEE en cincuenta y seis cerdos y tres granjeros en dos granjas de Dinamarca.
Este fue el primer reporte en el cual se relacioné la diseminacion de bacterias de

una especie a otra (Moodley y Guardabassi , 2009).

En 2010 O’keefe y colaboradores reportaron la presencia de E. coli
productoras de BLEE en el tracto urinario de perros y gatos en los Estados
Unidos, aislando once cepas en total las cuales presentaron diferentes tipos de
BLEE. Este estudio contribuye al primer reporte de bacterias productoras de BLEE

en perros y gatos en los Estados Unidos (O’keefe et al,. 2010).

Literak y colaboradores durante el 2010 aislaron cepas de E. coli a partir de
muestras fecales de aves marinas en las costas del mar Baltico en Polonia y
encontraron que nueve de las cepas aisladas producian BLEE y mencionaron que
incluso en poblaciones de aves salvajes que no estan involucradas con la practica
de consumo de antibidticos se han encontrados bacterias multiresistentes (Literak
et al,. 2010)

Mamza y colaboradores en 2010 reportaron cepas de E. coli aisladas de
pollos de granja en Nigeria de las que el 11% de las cepas estudiadas produjeron
fenotipo de producciéon de BLEE. Ewers y colaboradores en este mismo afio

reportaron la presencia de BLEE en cepas de E.coli en animales de compafia en
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Alemania, nueve eran en perro y una de caballo, esto aument6 el interés por
evidenciar la transmision inter especies de cepas multirresistentes de animales a

humano y viceversa (Mamza et al,. 2010)

Shaheen y colaboradores aislaron cincuenta y cuatro cepas de E. coli en
2011 que producian el fenotipo de resistencia BLEE en animales de compafia y
de laboratorio de diagnostico veterinario de todo Estados Unidos, todos los
asilamientos contenian BLEE del tipo CTX-M (Shaheen et al,. 2011)

En 2013 Huber y colaboradores reportaron por primera vez en Suiza ocho
cepas de E. coli productoras de BLEE de cuatro animales diferentes, dos perros y
dos gatos. En este mismo afilo Radhouani y colaboradores en Portugal aislaron
dos cepas de E. coli cefotaxima-resistentes en ejemplares de zorro rojo en un

ecosistema salvaje y ambas fueron productoras de BLEE (Huber et al,. 2013)

En 2015 Rocha y colaboradores aislaron trece cepas E. coli cefotaxima-
resistentes en perros sanos de la ciudad de Puebla, México. De estas trece cepas,
tres mostraron el fenotipo BLEE del tipo CTXM-15 y CMY-2 y diez cepas
presentaron multirresistencia, una de estas cepas presentd resistencia a solo
algunas cefalosporinas y penicilinas, mientras que las dos restantes resultaron

sensibles a todos los grupos de antibiéticos (Rocha-Gracia et al., 2015)

Estos antecedentes son indicativos de que la diseminacion de cepas de E.
coli resistentes puede estarse dando a través de mascotas de compafiia, hacia

sus duefios y viceversa y que puede esparcirse a diferentes nichos ecoldgicos
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las cepas E. coli como patdgeno entérico, y en particular los entero
patégenos clasicos son la causa principal de diarrea en los paises pobres (Torres
et al., 2001)

Los antibiéticos han sido usados para controlar y tratar infecciones
bacterianas en todo el mundo: sin embargo, una de las limitaciones de su uso es
la resistencia a los mismos, originada como el uso empirico e indiscriminado de

dichos farmacos (Schroeder et al., 2002)

Estamos ante bacterias multirresistentes con presencia de BLEE, desde un
punto de vista epidemiolégico su principal reservorio es el tracto digestivo, las
cuales se han extendido por todo el mundo y muchas veces generan brotes
epidémicos: ademas constituyen una amenaza para la evolucion favorable de las
infecciones, tanto hospitalarias como adquiridas en la comunidad (Gobernado,
2005)

La diseminacion de estas bacterias a diferentes nichos ecolégicos ha
llevado a la necesidad de estudiar a E. coli en diferentes medios, como lo es el
agua, alimentos y animales de compainiia: estos ultimos por el contacto cercano
que tienen con el humano, y como lo describe muchos estudios alrededor del
mundo, representan un reservorio importante de cepas multirresistentes, por lo

gue se debe establecer medidas de control (Bello, 2013)
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5. JUSTIFICACION

En México los reportes sobre cepas de E. coli productoras de BLEE se
enfocan principalmente al estudio de cepas aisladas a partir de muestras clinicas
de pacientes hospitalizados, por lo que existen pocos reportes de cepas

multirresistentes aisladas a partir de otros origenes, como animales de compafiia.

Actualmente, es cada vez mas frecuente que la mayoria de las familias
cuenten con una mascota, siendo el perro la méas recurrente, con el mayor
contacto y libertad de movimiento dentro de los hogares, en donde muchas veces
no se toman las medidas de higiene necesarias al momento de manipularlas, lo
qgue pudiera provocar un intercambio de flora bacteriana entre la mascota y su

duerio.

En esta transmision de bacterias, pueden llegar a diseminarse bacterias
multirresistentes y patdégenas a través de las heces del animal al ambiente, lo cual
representa un serio problema para la salud humana, convirtiendo al perro en un

probable reservorio de bacterias multirresistentes productoras de BLEE.

Lo anterior hace necesario realizar estudios enfocados a la busqueda de
cepas de E. coli multirresistentes productoras de BLEE en flora intestinal de
humanos y su mascota, con la finalidad de evidenciar la probable diseminacion de
alguna clona de importancia epidemioldgica, entre ambos hospederos.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

+ Identificar cepas de E. coli productoras de [-lactamasas de espectro

extendido , aisladas de mascotas y sus duefios

6.2 Objetivos Especificos

» Aislar e identificar cepas de E. coli presuntivamente resistentes a CTX, a
partir de heces de perros y sus duefios.

» Determinar la susceptibilidad antimicrobiana a las cepas de E. coli
identificadas.

» Determinar el fenotipo de produccion de BLEE en las cepas de E. coli.

» Determinar la relacién clonal de algunas cepas mediante PFGE.

39



7. HIPOTESIS

El constante contacto entre el humano y su mascota favorece el intercambio
de cepas de E. coli resistentes y productoras de BLEE, compartiendo el fondo

genético de multirresistencia.

40



8. DISENO DE LA INVESTIGACION

8.1 Tipo de estudio

El presente trabajo de tesis se realizO bajo los criterios de un estudio
transversal, prospectivo y descriptivo.

8.2 Universo del estudio

Se realiz6 en personas duefias de mascotas y perros sanos, que no hubieran

consumido antibidtico en los ultimos 3 meses.

8.3 Tamafno de la muestra

El tamafio de las muestras fue de 104 muestras, 52 de duefios y 52 de

mascotas.

8.4 Sede y lugar de estudio

El estudio se realiz6 en la Ciudad de Puebla, México durante el periodo de
Enero a Junio de 2015 y las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de
Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad, del Centro de Investigaciones en

Ciencias Microbiolégicas del Instituto de Ciencias de la BUAP.

8.5 Criterios de seleccion

Dentro de los criterios de inclusién y exclusién se contempl6 que la muestra
se trasladara en condiciones o¢ptimas es decir, en tubo falcon con medio de
transporte Stuart y un hisopo estéril con el algodén completamente sumergido en
el medio, ademas de transportarse a una temperatura de 4° C, y ser procesada en
las primeras 24 h después de su toma. La muestra se tomé a la persona que
tuviera el mayor contacto con la mascota. Toda muestra que no cumpliera con

estas caracteristicas fue descartada.
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8.6 Recursos humanos

Alumno: Omar Gonzalez Contla. Profesores: D.C. Rosa del Carmen Rocha
Gracia y M.C Alejandro Ruiz Tagle.

8.7 Recursos financieros

Este trabajo fue financiado por el Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de
la Comunidad, del Centro de Investigaciones en Ciencias Microbioldgicas del
Instituto de Ciencias de la BUAP y por la Vicerrectoria de Investigacion y Estudios
de Posgrado de la BUAP a través del Programa Institucional de Fomento a la
Investigacion y a la Consolidacion de Cuerpos Académicos dentro del Sub-
programa de aseguramiento a investigadores consolidados, Convocatoria 2015.
Proyecto: ROGR — NAT- 15 G.

8.8 Disefno estadistico

El presente trabajo tuvo un disefio estadistico no paramétrico.
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9. METERIAL Y METODOS
9.1 Diagrama general de trabajo
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9.2 Materiales.

e Material de vidrio necesario para la preparaciéon de medios.

e Medios de cultivo, Agar Soya Tripticaseina, Levine con 2ug/mL de
cefotaxima, Infusién Cerebro Corazén, Miller-Hinton, Medio de transporte
Stuart, TSI, LIA, MIO, Citrato, Urea, Fenilalanina, VP.

e Medidor de concentracion de DNA Nanodrop.

e Fotodocumentador UV Minibis®.

e Termociclador Biometra.

e Los ensayos realizados se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia
Hospitalaria y de la Comunidad del Centro de Investigaciones en Ciencias
Microbiolégicas.

9.3 Material bioldgico.

e Muestras fecales de humanos y mascotas en medio de transporte Stuart.

e Cepa control E. coli C7200 para realizar la PCR del gen uidA.

9.4 Métodos.

e Aislamiento por el método de estria cruzada en placa.

¢ |dentificacion de Cepas por medio de pruebas Bioquimicas.

e Meétodo de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

¢ Fenotipo de resistencia por el método de Kirby-Bauer.

e Fenotipo de produccion de BLEE por el método de difusién con doble disco.

e Electroforesis de campos pulsados.
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9.5 Obtencidn de muestras

El muestreo se realiz6 en la zona urbana de la ciudad de Puebla, se
recolectaron un total de 52 muestras tomadas de un hisopado directo de las heces
tanto de duefios como de sus mascotas, con hisopo estéril y se transportaron al
laboratorio en el medio de transporte Stuart a una temperatura de 4°C, para
procesarlas posteriormente. Se obtuvieron algunos datos del duefio de la mascota:
edad, sexo y se preguntaron datos acerca de su mascota como: raza,

alimentacion, donde duerme, donde defeca y orina (Ver Anexo 2).

9.6 Aislamiento e identificacion

Las muestras del hisopado directo de las heces, se sembraron por estria
cruzada en Agar Levine con Cefotaxima (2ug/mL), las placas se incubaron a una
temperatura de 37° C por 24 h, después se seleccionaron aquellas cepas que
presentaron una morfologia caracteristica de E. coli en este medio de cultivo
(cepas con un brillo verde metélico) ( Figura 13), las cepas seleccionadas se
resembraron con la finalidad de purificarlas de nuevo en Agar Levine durante 24 h
a una temperatura de 37° C, una vez que se obtuvieron los cultivos puros de las
posibles cepas de E. coli se tom6 una colonia y se sembré en Agar TSA (soya
tripticaseina, Bioxon®) incubandolo por 24 h a una temperatura de 37° C.
Partiendo de la siembra en TSA, las cepas se guardaron en crioviales que
contenian una mezcla de BHI (infusion cerebro corazon, Bioxon®) con glicerol al
10 % para mantener las cepas viables a una temperatura de -70° C para su
identificacion posterior mediante pruebas bioquimicas (Tabla 3) y amplificacion del
gen uidA (Diagrama 2).

Figura 13: Escherichia coli en Agar Levine (www.cram.com)
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Tabla 3: Identificacion bioquimica de Escherichia coli

Diagnéstico

Prueba bioquimica

Rojo de metilo +

Vogues-Proskauer -

Movilidad a 37° C +
Producciéon de Indol +
Ornitina descarboxilasa +/-

Citrato de Simmons -

Hidrolisis de la urea -

Fenilalanina dasaminasa -

Lisina decarboxilasa +

Fermentacién de lactosa +

Tomada de (Rodriguez, 2002)

Diagrama 2: Aislamiento e identificacion de E. coli

/
Muestreo: Sembrar en agar
obtencion de Levine con 2ugmL
muestras de CTX
4 ) )
Resembrar en
. : Sembrar en agar
Levine posibles
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cepas de E. coli
- / - /
4 ) 4 N
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a crioviales a -70°C
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9.7 Lisis celular, extracciéon de templado de DNA bacteriano.

Para obtener el templado de DNA bacteriano se realizé por la técnica de
choque térmico (Pitout et al., 1998), en el cual se colocaron, 800 uL de agua
inyectable destilada en tubos eppendorf y partiendo de un cultivo bacteriano de 24
h a 37° C sembrado en agar TSA, se colocé una asada y se disolvio con la ayuda
del vortex, posteriormente se llevo a ebullicion en bafio Maria durante 10 min, se
dej6 enfriar durante 5 min a temperatura ambiente y se centrifug6é a 13,000 RPM
por 5 min, se obtuvo el sobrenadante y se midié la concentracion de DNA en
ng/mL en el Nanodrop®, la cual estuvo a una concentracion entre 200-500 ng/mL.
Una vez obtenido el templado DNA bacteriano se guard6 en congelaciéon a -20° C

para su posterior uso en las pruebas de PCR (Diagrama 3).

Diagrama 3: Lisis celular

800 pL de agua Disolver por medio
mas una asada de del vortex
cultivo bacteriano

-
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-
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-
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9.8 PCR del gen uidA para confirmacion de especie (E. coli)

Una vez obtenidos los lisados bacterianos se realiz6 la técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction) para confirmar si las cepas de E. coli que se
aislaron, presentan el gen uidA debido ya que el 94-96% de cepas E. coli
presentan este gen que codifica para la enzima B-D-glucoronidasa (GUD), esta
técnica se llevd a cabo en un termociclador (Biometra ®), usando de cepa control
a E. coli C7200.

Los oligonucleotidos que se utilizaron para la amplificacion del gen uidA se

encontraban a una concentracion de 25 yuM (Tabla 4).

Tabla 4: Oligonucledtidos utilizados para la identificacion del gen uidA

Gen Primer Secuencia (5-3") Tamafio (pb)
uidA-F | GCGACATGCGTCACCACGGTGAT

uidA 486
uidA-R | CACCACGATGCCATGTTCATCTGC

Se realizé una mezcla de agua, buffer, MgCl,, dNTP’s, oligonucleétidos,

taq y DNA lisado, en una concentracion como lo muestra la (Tabla 5).

Tabla 5: Mezcla de reaccion para PCR

Compuesto Concentracion inicial Cantidad Concentracion
(Stock) adicionada Final
H20 libre de ] 6.4 Ajustar volumen
nucleasas final
Buffer 10 X 1luL 1X
MgCl, 25 Mm 1pL 1-4 mM
dNTP’s 10 mM 0.4 uL 0.2 mM (mezcla)
Oligo F 25 Mm 0.3 uL 0.1-1 uM
Oligo R 25 Mm 0.3 pL 0.1-1 uM
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Taq pol 5 U/uL 0.1 uL 0.0250 U/ul
DNA lisado 200-500 ng/mL 0.5 uL 10 pg-1 pg
Volumen final - 10 pl 10 pl

Las condiciones para realizar la PCR estan sefialadas en la Tabla 6.

Tabla 6: Condiciones de la reaccién de PCR para el gen uidA.

Gen a _ . Desnaturalizacion | Extension | Conservacion
- Oligonucledtidos - Ciclos | Segmentos _ _
amplificar inicial final final
_ D=95°
) uidA-F
uidA _ 95° 30 A=54° 72° 10° C
uidA-R
E=72°

*Nota: D, desnaturalizaciéon; A, Alineamiento; E, extension

Para visualizar los productos de la PCR se realizaron geles de agarosa

para visualizar los fragmentos de DNA y digitalizar la imagen (Diagrama 4)

Diagrama 4: Pgsos para reglizacic’)n de PCR

e N
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agarosa \_ -
. J
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(1.5%) para someterlos a corrimiento electroforético en una camara de
electroforesis (BioRad®) con TAE al 1X, a un voltaje de 100 V durante una hora y
media, se ocup6 un colorante a base de azul de Bromofenol que se mezcl6 con la
muestra; el gel se tifié con bromuro de etidio (BET 10 mg/mL) durante 15 seg y se

lavé con agua destilada durante 10 min, se utilizé un fotodocumentador de luz UV




9.9 Fenotipo de resistencia a antimicrobianos

Después de identificar las cepas de E. coli, se procedi6 a realizar el fenotipo
de resistencia a antibioticos. Para esta prueba fue necesario un cultivo de 24 h de
las cepa de E. coli por lo que se descongelaron y se sembraran en agar TSA
incubandolas a una temperatura de 37° C; posteriormente se realizo el perfil de
resistencia a antimicrobianos por el método de Kirby-Baler: se tomo6 una asada
de las cepas E. coli aisladas en agar TSA y se ajustd a una concentracion de 0.5
grados en la escala de McFarland (1.5x10® UFC/mL) en SSI (NaCl 0.9%) y se
sembré en agar Miller-Hinton (Bioxon®) con un hisopo de madera estéril
impregnado con la SSI de cada cepa, se sembré en forma de césped masivo.
Posteriormente, se colocaron los sensidiscos de los antibidticos (Figura 14) (BD
BBL®) con la concentracion de antibidtico establecida por el CLSI (Clinical
Laboratory and Standars Institute, 2015) incubandolo a 37°C, al paso de 24 h se
midieron los halos de inhibicion y se compararon con los didmetros de referencia
dados por el CLSI 2015. En la (Tabla 7) se observan los antibiticos que se
utilizaron al igual que la concentracion y los criterios de evaluacion de resultados

(Diagrama 5).

Tabla 7: Antibioticos a utilizar para Enterobacterias

Antibiético Familia (ug) | R | SDD I S

Ampicilina (AM) Penicilina de espectro 10 | 217 14-16 | <13
moderado

Cefoxitina (FOX) Cefalosporina de cuarta 30 | 218 15-17 | <14
generacion

Imipenem (IPM) Cabapenem 10 | 223 20-22 | <19

Meropenem (MEM) Carbapenem 10 | 223 20-22 | <19

Amikacina (AN) Aminoglucoésido 30 | 217 15-16 | <14

Gentamicina (GM) Aminoglucoésido 10 | 215 13-14 | <12

Tobramicina (NN) Aminoglucésido 10 | 215 13-14 | <12

Estreptomicina (S) Aminoglucésido 10 | 215 12-14 | <11

Cloranfenicol (C) Fenicol 30 | 218 13-17 | <12
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Trimetroprim- ) ) . 1.25/
sulfametoxazol Sulfonamida/diamnopirimidina 93,75 216 11-15| <10
(STX) '
Acido Nalidixico _
Quinolona 30 | 219 14-18 | <13
(NA)
Ciprofloxacino (CIP) Fluoroquinolona 5 221 16-20 | <15
Tetraciclina (TE) Tetraclina 30 | 215 12-14 | <11
Ceftriaxona (CRO) Cefalosporina 223 20-22 | <19

Tomado de CLSI, 2015

Figura 14. Esquema de colocacién de sensidiscos en la placa de agar Muller-Hinton

Diagrama 5: Fenotipo de resistencia a antimicrobianos

/

Ajustar a
Cultivo de 24 h en concentracion 0.5°
TSA Mac
Farland(1.0x10®
UFQC)
\
e I e I
Sembrar en césped
con hisopo Colocar
Sensidiscos
\ / \ /
e I e I
Medir los halos de
Incubar 24 h inhibicion
Segun CLSI 2015
\ / \ /




9.10 Método de difusion con doble disco para fenotipo BLEE

Esta prueba se realizé paralelamente al perfil de resistencia a antibiéticos.
Aqui se evalud la produccién de BLEE en las cepas de E. coli anteriormente
aisladas, se utilizaron cultivos de 24 h de las cepas, se realizé por medio del
meétodo de difusién con doble disco el cual consiste en poner en el centro de la
placa un sensidisco de AmC (amoxicilina con &cido clavulanico), y alrededor
cefalosporinas de diferente generacion (cefotaxima: tercera generacion,
ceftazidima: tercera generacion, cefepime: cuarta generacion, aztreonam:
monobactam), a una distancia de 2 cm desde el término de un disco e inicio de
otro (extremo-extremo) (Figura 15). Las placas se incubaron durante 24 h a 37° C.
Los resultados se compararon con los datos ya establecidos por el CLSI, asi como

la presencia o ausencia de sinergismo (Tabla 8) (Diagrama 6).

Tabla 8: Lista de antibidticos utilizados para el fenotipo de produccion de

BLEE
Antibiético | (ug) S SDD I R
AmC 20/10 =218 14-17 <13
CTX 30 =226 23-25 <22
CAZ 30 221 18-20 <17
FEP 30 225 19-24 <18
ATM 30 221 18-20 <17

Tomada de CLSI, 2015
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Figura 15: Esquema de colocacion de sensidiscos en la placa de Muller-Hinton,
fenotipo de produccion BLEE (En el centro AmC, los demas antibioticos pueden ser
colocados de forma aleatoria alrededor con una separacion de 2 cm)

Diagrama 6: Método de difusion con doble disco.
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9.11 Electroforesis en gel por campos pulsados (PFGE)

Se seguira el protocolo propuesto por Guatam et al., 1997 brevemente modificado.

9.11.1 Preparacion de insertos

A partir de un cultivo puro de 24 h en placa de agar BHI, se realizé una
suspension en 500 pL de buffer SE (75 mM NaCl; 25 mM EDTA, pH 8) hasta
conseguir una absorbancia de 1.35 a 610 nm.

Se prepar6 agarosa de bajo punto de fusion (SeaPlaque® agarosa, BMA) al
1.5% en buffer TE y se mantuvo a 54° C, se mezclaron 500 puL de la suspension
bacteriana con 500 uL de agarosa y se repartié6 en moldes y se dejaron solidificar

5 min a temperatura ambiente y 10 min en refrigeracion.

9.11.2 Lisis bacteriana

Se afadio 1 mL del buffer de lisis (5 mM Tris, 50 mM EDTA, 1% de
Sarcosil; 0.1 mg/mL proteinasa K, pH 8) a cada inserto y se dej6é incubar 24 h en
bafio a 54°C.

9.10.3 Lavados de los insertos

Tras eliminar el buffer de lisis, se realizaron los siguientes lavados en el bafio de
54° C.

e 1 mL de agua estéril cada 10 min 3 veces
e 1 mL TE cada 10 min 2 veces

e 1 mL TE a temperatura ambiente.

Los insertos se dejaron guardados a 4°C para futuras aplicaciones.

54



9.11.4 Digestion enzimatica

Se digiri6 un inserto de cada cepa de estudio con la enzima Xbal
(6°...T,CTAGA...3’, 3"...AGATC,T...5). El volumen final del buffer de digestion fue
100 pL por tubo a lo que se afiadié 40 U de enzima Xbal (New England, Biolabs)
el volumen necesario de buffer 10X de enzima y agua destilada estéril, se dejo

incubar durante 6 h a 37° C.

9.11.5 Preparacién del gel de agarosa

Se preparé un gel de agarosa al 1.2 % disuelta en TBE 5x, se vertié la
agarosa en el molde para hacer el gel preparado previamente con el peine
correspondiente y se dejo solidificar a temperatura ambiente, se rellenaron los

pocillos con los insertos y se sellaron con agarosa a 54°C.

9.11.6 Electroforesis

Se realiz6 en una camara de electroforesis de campos pulsados Chef-DRII
(Biorad) con 2 L de TBE 0.5X suplementado con tiourea 75 uM en gradiente de
voltaje de 6 V/cm y se emple6 una rampa lineal pulsada de 1 a 30 seg durante 23

h a 14° C manteniendo la velocidad de la bomba de refrigeracién a 70.

8.10.7 Tincion del gel y Visualizaciéon

Se tifid en una solucién de 200 mL de bromuro de etidio (10uL/200 mL)
durante 10 min, se visualizé el gel en un luminador UV y se tomd una fotografia
con el fotodocumentador de UV. El gel se destiio en agua y de digitalizd
(Diagrama 7).
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Diagrama 7: Electroforesis en gel de campos pulsados
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10. RESULTADOS

10.1 Aislamiento e identificacion de cepas de Escherichia coli

Se recolectaron un total de 104 muestras en la zona urbana de la ciudad de
Puebla, durante el periodo de Enero-Junio del 2015; 52 provinieron de perros y 52
de sus duefios. Las muestras se sembraron en agar Levine adicionado con CTX (2
pug/mL) y se seleccionaron aquellas con una morfologia de probable E. coli esto

es, que presentaran un brillo verde metalico (Figura 16).

Figura 16: Crecimiento de E. coli en medio Levine con CTX (2 pg/mL)

Tras este criterio se obtuvieron un total de 35 cepas (33.65%) como
probables E. coli (Grafica 1), de las cuales 19 fueron aisladas de duefios (54%) y
16 cepas aisladas de perros (46%) (Grafica 2). Solo en 7 casos las cepas
concordaron con el crecimiento tanto de perros como en sus duefos. A las cepas
aisladas se les realizaron las pruebas bioquimicas estandar para su identificacion,
como resultado se obtuvo que 34 cepas dieron las caracteristicas fenotipicas de E.
coli en las pruebas bioquimicas y 1 cepa se identific6 como Klebsiella oxytoca
(Tabla 9).
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Grafica 1. Porcentaje de cepas de E. coli aisladas de muestras fecales de
perros y sus duefios.

Grafica 2. Porcentajes de cepas de perro y duefios aisladas de muestras fecales
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Tabla 9: Resultado de las pruebas bioquimicas de las 35 cepas de E. coli.

TSI LIA Microorganismo

Cepa TS| G TsH LAl sH M| | |O|CIT |UREA | Phe| VP |RM aisl?ado
EcD4 | A/IA + - + -+ |+ - - - - - + Escherichia coli
EcD5 | A/A + - + -+ + | -] - - - - + Escherichia coli
EcM5 | A/A + - - - -+ - - - - - + Escherichia coli
EcD6 | A/A + - + - -+ -+ + - + - Klebsiella oxytoca
EcD11| A/A - - + -+ 4+ - - - - - + Escherichia coli
EcD16| A/A + - + -+ |+ - - - - - + Escherichia coli
EcD17 | A/A - - + -+ + |+ - - - - + Escherichia coli
EcD18| A/A + - + - -+ - - - - - + Escherichia coli
EcD21| A/A + - + -+ + | -] - - - - + Escherichia coli
EcD22| A/A + - + -+ |+ |+ - - - - + Escherichia coli
EcD23| A/A + - + -+ + |+ - - - - + Escherichia coli
EcM23| A/A - - + -+ + ] - - - - - + Escherichia coli
EcD26| A/A + - + -+ |+ |+ - - - - + Escherichia coli
EcM26| A/A + - + A o - - - + Escherichia coli
EcD28| A/A - - + - -+ - - - - - + Escherichia coli
EcM28| A/A + - + -+ + |+ - - - - + Escherichia coli
EcD29| A/A - - + - -+ - - - - - + Escherichia coli
EcM29| A/A + - + -+ + |+ - - - - + Escherichia coli
EcD30| A/A - - + - -+ - - - - - + Escherichia coli
EcD31| A/A - - + -+ + ] - - - - - + Escherichia coli
EcM31| A/A - - + -+ + |+ - - - - + Escherichia coli
EcM32| A/A - - + -+ + - - - - - + Escherichia coli
EcD33| A/A + - + I T I - - - + Escherichia coli
EcM33| A/A + - + -+ |+ |+ - - - - + Escherichia coli
EcM34| A/A + - + -+ + |+ - - - - + Escherichia coli
EcM35| A/A + - + -+ + |+ - - - - + Escherichia coli
EcM36| A/A + - + -+ |+ - - - - - + Escherichia coli
EcD38| A/A - - + -+ + ] -] - - - - + Escherichia coli
EcD39| A/A + - + -+ |+ - - - - - + Escherichia coli
EcM44 | A/A + - + -+ + |+ - - - - + Escherichia coli
EcM45| A/A + - + -+ |+ |+ - - - - + Escherichia coli
EcM46| A/A + - + -+ |+ |+ - - - - + Escherichia coli
EcM47| A/A + - + -+ |+ |+ - - - - + Escherichia coli
EcM48| A/A + - + -+ |+ |+ - - - - + Escherichia coli
EcM52| A/A + - + -+ |+ - - - - - + Escherichia coli

*Nota

: La muestra en azul EcD6 fue identificada como Klebsiella ocxytoca.

Adicionalmente a las 35 cepas, se les realizé la busqueda del gen especie

especifico uidA que codifica para la B-D-glucuronidasa (GUD) de E. coli, con un

peso de 486 pb. Cabe mencionar que aunque la cepa EcD6 ya habia sido

e
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identificada como K. oxytoca, se incluyd en esta PCR como control negativo. De

estas cepas 34 presentaron el gen uidA, a continuacion se observan las fotos de

las electroforesis en geles de agarosa al 1.5%.

1 2 3 4 5 6 78

Carril

1.-Marcador del peso molecular
2.-Control positivo cepa C7200 (E. coli)
3.-EcD4

4.-EcD5

5.-EcM5

6.-EcD6 (K. oxytoca)

7.-EcD11

8.-EcD16

486 pb

Positivas: C7200 (control positivo), EcD4, EcD5, EcM5, EcD11, EcD16

Negativa (K. oxytoca): EcD6
Figura 17: Corrimiento electroforético del Gen uidA

10.2 Determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana

A las 35 cepas se le realiz6 la prueba de susceptibilidad a los 19
antimicrobianos anteriormente mencionados y el halo de inhibicion se compar6
con los valores establecidos por el CLSI version 2015. En la siguiente tabla se

observan los resultados de la prueba (Tabla 10).
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Tabla 10: Perfil de resistencia a antibidticos de las cepas de E. coli.

Fenotipo de resistencia

Cepa | Bacteria Betalactamicos Aminoglucésidos | Quinolonas Otros
AMC| CAZ | CTX | FEP |ATM | FOX | AMP |CRO | MEM | IPM|S [GM | AN |NN| NA | CIP |TE|C | SXT
EcD4 E. coli | | |
EcD5 E. coli | |
EcM5 E. coli | SDD | |
EcD11 E. coli | |
EcD16 E. coli |
EcD17 E. coli | |
EcD18 E. coli | SDD | |
EcD21 E. coli |
EcD22 E. coli SDD |
EcD23 E. coli
EcM23 E. coli
EcD26 E. coli | | SDD
EcM26 E. coli |
EcD28 E. coli | SDD | | |
EcM28 E. coli
EcD29 E. coli | |
EcM29 E. coli | |
EcD30 E. coli | | | |
EcD31 E. coli |
EcmM31 E. coli
EcM32 E. coli | | |
EcD33 E. coli | |
EcM33 E. coli |
EcM34 E. coli
EcM35 E. coli |
EcM36 E. coli SDD
EcD38 E. coli
EcD39 E. coli
EcM44 E. coli I
EcM45 E. coli I
EcM46 E. coli I
EcM47 E. coli I
EcM48 E. coli I
EcM52 E. coli SDD | | |

*Nota: S, Sensible; I, Intermedio; R, Resistente; SDD, Sensible dependiendo de la dosis

61




Porcentaje

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

En cuanto a la resistencia individual por antibiético se obtuvo que un 20.5% fue
resistente a amoxicilina con &cido clavulanico (AMC); 58.82% resistente a
ceftazidima (CAZ); 100% de las cepas presentaron resistencia a cefotaxima
(CTX); 70.5 % fue resistente a cefepime (FEP); 79.4% de las cepas tuvieron
resistencia a aztreonam (ATM); 2.94% fue resistentes a cefoxitina (FOX); 100% de
las cepas dieron resistencia ampicilina (AMP) y ceftriaxona (CRO), ninguna de las
cepas presentd resistencia a meropenem (MEM); el 14.7% fue intermedio a
imipenem (IPM); 82.3% de resistencia a estreptomicina (S), 91.2% fue resistente
gentamicina (GM); 2.94 % fueron resistentes a amikacina (AN); 55.8% de las
cepas presentaron resistencia a trobramicina (NN); el 79.47% de las cepas tuvo
resistencia a acido nalidixico (NA); 76.47% de resistencia a ciprofloxacino (CIP);
94.117% de las cepas presentaron resistencia tetraciclina (TE); 88.2% de las
cepas fueron resistentes a cloranfenicol (C) y el 94.117% de las cepas

presentaron resistencia a trimetoprim con sulfametoxazol (SXT). (Grafica 3)

Perfil de susceptibilidad a antimicrobianos

AMC CAZ CTX FEP ATM AMP CRO MEM IPM| S GM AN NN | NA

cl TE C SXT

P

Betalactdmicos | Aminoglucosidos | Quinolonas | Otros
Antibiético

clavulanico (AMC), ceftazidima(CAZ), cefotaxima (CTX), cefepime (FEP),
aztreonam (ATM), ampicilina (AMP), ceftriaxona (CRO), meropenem (MEM),
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imipenem (IPM), estreptomicina (S), gentamicina (GM), amikacina (AN),
tobramicina (NN), acido nalidixico (NA), ciprofloxacino (CIP), tetraciclina (TE),

cloranfenicol (C), trimetroprim con sulfametoxazol (SXT).

10.3 Fenotipo de B-lactamasa de espectro extendido (BLEE)

A la par de la determinacion de la susceptibilidad a antimicrobianos se
determind la produccion fenotipica de BLEE en todas las cepas anteriormente
identificadas como E. coli. Se obtuvo que la mayoria de las cepas presentd
sinergismo hacia los 4 B-lactamicos evaluados (Figura 19), a excepciéon de las
cepas EcD5 (Figura 18) en la que no se observo el sinergismo con CTX y las
cepa EcM26 y EcM28 (Figura 19a y b) que no presentaron sinergismo con CAZ
(Tabla 11).

En las siguientes imagenes se observa el sinergismo que denota produccion

de BLEE en algunas cepas de E. coli.

Figura 18: Cepas de E. coli EcD5 (18a), EcM26 (18b) y EcM28 (18¢) en el circulo rojo se
observa el antibidtico que no mostro sinergismo.

Figura 19: Cepas de E. coli EcD33 (19a), EcM5 (19b) y EcD5 (19¢) con fenotipo BLEE

positivo.
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Tabla 11: Fenotipo BLEE de las 34 cepas de E. coli.

Fenotipo BLEE

Betalactamicos

Cepa Bacteria
AMC | CAZ | BLEE

EcD4 E. coli I +
EcD5 E. coli +
EcM5 E. coli I +
EcD11 E. coli I +
EcD16 E. coli I +
EcD17 E. coli +
EcD18 E. coli I +
EcD21 E. coli I +
EcD22 E. coli +
EcD23 E. coli +
EcM23 E. coli +
EcD26 E. coli I I +
EcM26 E. coli

EcD28 E. coli I +
EcM28 E. coli

EcD29 E. coli I +
EcM29 E. coli I +
EcD30 E. coli I +
EcD31 E. coli +
EcM31 E. coli -
EcM32 E. coli I +
EcD33 E. coli I +
EcM33 E. coli I +
EcM34 E. coli +
EcM35 E. coli +
EcM36 E. coli +
EcD38 E. coli +
EcD39 E. coli +
EcM44 E. coli +
EcM45 E. coli +
EcM46 E. coli +
EcM47 E. coli +
EcM48 E. coli +
EcM52 E. coli +

(o)}
B

CTX

BLEE

+

|||+ FFF |+ |+ F[F |+ FF ||+ |+ |+ ]+ |+

FEP

SDD

SDD

SDD

SDD

SDD

SDD

SDD

BLEE

|| FFF |+ F [ FFFF |||+ |+ + |+

ATM

BLEE

|+ FFF |+ |+ [+ [+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ ]+ ]|+




10.4 Electroforesis en gel de campos pulsados
De las 34 cepas se encontraron 7 casos en los que hubo crecimiento en

Levine con CTX tanto en la muestra proveniente del duefio como de la mascota, a
estas cepas se les determiné el patrén de digestion genomica mediante la técnica
PFGE, que permitid determinar la relacion clonal de las mismas. Se seleccionaron
10 cepas que presentaban fenotipo de resistencia similar ademas de 5 cepas de
mascotas que viven en el mismo hogar y que presentaron el mismo perfil de

resistencia (Tablal2).

Tabla 12: Cepas de duefio y mascota a las que se les realiz6 PFGE.

Cepa

Bacteria Betalactamicos Aminoglucdsidos | Quinolonas

Fenotipo de resistencia

Otros

AMC| CAZ | CTX | FEP [ATM | FOX |AMP |CRO | MEM |IPM|S |GM | AN |[NN| NA | CIP

EcD5

. coli | |

EcM5

. coli | SDD |

EcD23

coli

EcM23

coli

EcD29

coli | |

EcM29

Coli | | R

EcD31

coli |

EcM31

coli

EcD33

coli | |

EcM33

coli |

EcM44

coli

EcM45

coli

EcM46

EcM47

coli

EcM48
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|
|
. coli |
|
|

. coli

*Nota: R; resistente, I; intermedio, S; sensible, SDD; sensible dependiendo de la dosis

Las cepas de E. coli EcD5 y EcM5 se diferencian en la susceptibilidad de
9 antibioticos, siendo la cepa EcM5 mas sensible. Del segundo par de cepas
EcD23 y EcM23, se observa que en 7 antibitticos tienen diferencias notorias
siendo la EcM23 la mas sensible. Del tercer par de cepas EcD29 y EcM29 se
observa que en 5 antibidticos hay diferencia, siendo EcM29 la méas sensible. En el
cuarto grupo de cepas EcD31 y EcM31, se observan 4 diferencia en antibioticos
siendo la cepa EcD31 la mas sensible. El quinto grupo de cepas EcD33 y EcM33

Gnicamente se diferencia en 1 antibiotico. Finalmente en las cinco cepas: EcM44,
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EcM45, EcM46, EcM47 y EcM48, se observa el mismo perfil de resistencia y cabe
destacar que estas cepas provinieron de mascotas que viven en la misma casa
(Figura 20).
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Figura 20: PFGE de las cepas de perros y duefios
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11. DISCUSION

En la actualidad la resistencia a los antibidticos es cada vez mas alta,
volviendo a los tratamientos médicos obsoletos e ineficaces, esta problemética ya
no solo se da dentro de los hospitales sino que se ha extendido y reportado en
otros nichos ecologicos como el agua, aire, productos provenientes de animales y

de manera mas importante en animales de compaiiia.

En este trabajo se ha mencionado que en varios paises del mundo se
han reportado diversos estudios de cepas de E. coli que presentan
multirresistencia, aisladas de animales salvajes, para consumo humano y en
mascotas. Mientras que en México los estudios son escasos Yy los que hay se

enfocan principalmente en el ambiente clinico.

En este estudio se obtuvieron 34 cepas de E. coli, 19 de duefios y 16 de
perros; de estas, 7 pares coincidieron con un aislamiento tanto en el duefio como
en el perro, esto podria indicar que las cepas de E. coli multirresisitente podrian
diseminarse, debido a las malas medidas de higiene que las personas tienen con
sus perros, ya que muchas de ellas permiten que sus perros duerman con ellos,
coman del mismo plato y vayan al bafio dentro de sus hogares. También se
observo que no todos los duefios y mascotas comparten cepas multirresisitentes,
esto es debido a que las medidas de higiene que tienen con sus mascotas podrian

ser las correctas.

De estas 35 cepas, 1 fue identificada como Klebsiella oxytoca por los
resultados de las pruebas bioquimicas y por medio de la PCR del gen uidA, ya que
la cepa EcD6 no present6 este gen, mientras que las demas cepas lo presentaron,
evidenciando que el 100% de cepas identificadas como E. coli tienen presente el

gen que codifica para la B-D-glucoronidasa.

Cabe destacar que las muestras fueron tomadas de perros y duefos
sanos, por lo que es importante notar la multirresistencia en casi todas las cepas

aisladas. De las muestras pertenecientes al grupo de los 7 pares de cepas que se
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aislaron tanto de duefio como de perro, no se observd un mismo perfil de
resistencia, esto se debe a que es posible que tanto el duefio como la mascota
hayan adquirido esta bacteria por diferentes medios, como puede ser: la comida,
la interaccion con otras mascotas, el uso indiscriminado de antibibticos, etc. Que
pueden provocar que se lleve a cabo su diseminacién, aunque es importante
recalcar que aunque no presenten el mismo fenotipo de resistencia, estas
representan un gran riesgo, ya que ademas de ser multirresistentes pueden llegar
a esparcirse a diferentes ambientes e incluso llegar a combinar genes con otras

bacterias incluso de diferente género.

La mayoria de las cepas de E. coli identificadas presentan el fenotipo
BLEE positivo a las 3 cefalosporinas de diferente generacion (CTX, CAZ, FEP) y al
monobactamico utilizados en el método de difusion con doble disco, a excepcion
de las cepas EcM26 y EcM28 que no presentaron sinergismo con CAZ, hecho que
concuerda con el fenotipo de sensibilidad de estas cepas a ese antibiotico;
mientras que la cepa EcM5 tampoco presenté sinergismo con CTX, aunque
presenta fenotipo de resistencia a esta cefalosporina, esto podria deberse a que la
cepa EcM5 puede adquirir esta resistencia por medio de otro mecanismo no

mediado por alguna B-lactamasa.

Para observar la relacion clonal de las cepas de E. coli que se aislaron
de mascotas y duefios, se seleccionaron 5 pares de cepas que presentaron
fenotipos de resistencia similar (se diferencian en pocos antibiéticos), con esta
técnica se pretendié determinar si se trataba de las mismas cepas; ademas se
selecciond un caso particular de 5 perros que viven en una misma casa y que
presentaron cepas con el mismo perfil de resistencia a antibiéticos y mismos
fenotipos BLEE.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se observo que las cepas EcD5,
EcM5, EcD23, EcM23, EcD29, EcM29, EcD31, EcM31, EcD33 y EcM33 no
presentan un patron de bandeo igual, por lo que se confirma que no se trata de la
misma clona bacteriana y que sus hospederos pudieron adquirir las cepas por

diferentes vias o circunstancias.
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Sin embargo, al observar el bandeo de campos pulsados del caso de los
5 perros (2 padres y 3 cachorros), cepas EcM44, EcM45, EcM46, EcM47 y EcM48
se observo que se trata de la misma bacteria, lo que sugiere una diseminacion
entre ellos. Por otro lado los duefios de estas mascotas no presentaron cepas de
E. coli resistentes a CTX, ademas que las medidas de higiene que tienen hacia
sus mascotas es buena (comunicacion directa y no mostrada), lo que indica que
mientras las familias cuenten con buenas medidas higiénicas, disminuye la

posibilidad de que se transfieran cepas de E. coli multirresisitentes.
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12. CONCLUSIONES

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Se logr6 identificar y caracterizar cepas de E. coli multirresistentes y
productoras de BLEE en muestras fecales de mascotas y sus duefios en la
zona urbana de la Ciudad de Puebla.

De las cepas aisladas se observd que la prevalencia de E. coli CTX
resistente fue mayor en los duefios que en la mascotas.

De acuerdo con el patron de campos pulsados para las cepas de E. coli que
presentaron concordancia de crecimiento en Levine y apoyandose del
fenotipo de resistencia a antibiéticos, se concluye que no se trata de la
misma cepa, ya que presentan diferencias muy notorias en dichas pruebas.
Las 5 cepas de E. coli aisladas de la familia de perros, presentaron un
patrén de campos pulsados y fenotipo de resistencia igual, por lo que es

probable que se trate de la misma cepa.
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13. PERSPECTIVAS

» Determinar el grupo filogenético (grupos A, B1, B2, C, D, E o F) de las
cepas de E. coli multirresistentes.

» Determinar el patotipo de las cepas de E. coli aisladas.

» Realizar la busqueda de genes implicados en la resistencia a otros grupos
de antibiéticos como quinolonas y aminoglucésidos.

» Realizar experimentos de conjugacion para poner de manifiesto la
transferencia de los genes de resistencia.

» Buscar elementos genéticos maviles involucrados en la resistencia

presentada por estas cepas.
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15. ANEXOS

Anexol

Criterios de Cowan,s & Steel para E. coli

Criterios Resultados

Tincién de gram (cultivo fresco) -
Forma Baston
Crecimiento aerobio +
Crecimiento anaerobio +
Esporas -
Movilidad +0 -

Catalasa +
Oxidasa -
Fermentacion de glucosa +
O/F F

Agar de Hierro y Triple Azucar (TSI)
Es un medio empleado para la identificacion de enterobacterias, en base a
la fermentacién de la glucosa, lactosa, sacarosa y la produccion de acido

sulfhidrico.

E. coli fermenta a la glucosa y lactosa produciendo acido y dioxido de
carbono, el acido hace que el indicador rojo de fenol cambie a un color amarillo y
el dioxido de carbono se observa como burbujas o grietas en el agar, no hay
produccion de sulfuro de hidrogeno (MacFaddin, 2003)

Agar de Hierro y Lisina (LIA)
Medio de cultivo utilizado para diferenciar microorganismos, principalmente
a Salmonella spp, basado en la descarboxilacion/desaminacion de la lisina y

produccion de acido sulfhidrico.

En el medio de cultivo la peptona y el extracto de levadura aportan los
nutrientes para el desarrollo de la bacteria, la glucosa es el carbohidrato

fermentable y la lisina es el sustrato utilizado para detectar la presencia de

e
78




enzimas descarboxilasa y dasaminasa. El citrato de hierro y el tiosulfato de sodio
son los indicadores de la produccion de &cido sulfhidrico. El puarpura de
bromocresol es el indicador de pH, el cual es amarillo a pH igual o menor a 5.2 y

de color violeta a pH mayor o igual a 6.8.

Por la descarboxilacion de la lisina, se produce cadaverina, que alcaliniza el
medio y esto produce el viraje del indicador en color violeta y tiene lugar a pH

acido, por lo que es necesaria que la glucosa sea previamente fermentada.

Los microorganismos que no producen la enzima lisina descarboxilasa,
pero son fermentadores de la glucosa, producen un viraje total del medio de
cultivo amarillo, pero a las 24 h de incubacion se observara el pico de color violeta

debido al consumo de la peptona y el fondo amarillo (MacFaddin, 2003).

E. coli particularmente en este medio produce un viraje totalmente a violeta

debido a la descarboxilacién de la lisina.

MIO (Movilidad-Indol-Ornitina)

Este medio es usado para la identificacion del genero Enterobacteriaceae
con base a su movilidad, actividad de ornitina descarboxilasa y produccién de

Indol.

La movilidad se observa por la presencia de turbidez del medio o por

crecimiento que difunde mas alla de la linea de inoculacién.

La reaccion positiva a la ornitina esta dada por el parpura de bromocresol,
debido a la fermentacién de la glucosa que produce reduccién de pH produciendo
la acidificacién del medio. La presencia de acidez otorga las condiciones Optimas
para la enzima ornitina descarboxilasa, el indol es producido a partir del triptofano
por los microorganismos que contienen la enzima triptofanasa. El desarrollo de un
color rojo luego de agregar el reactivo de Kovac o Elrich, indica un resultado
positivo (MacFaddin, 2003).
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Citrato de Simmons
Medio utilizado para la diferenciacion de Enterobacterias con base a la

capacidad de usar a citrato como Unica fuente de carbono y energia.

El fosforo monoamoénico es la Unica fuente de nitrégeno y el citrato de sodio
es la unica fuente de carbono. Ambos componentes son necesarios para el
desarrollo bacteriano. Las sales de fosfato forman un sistema buffer, el magnesio
es cofactor enzimatico, el cloruro de sodio mantiene el balance osmotico y el azul

de bromotimol es el indicador de pH que en medio alcalino vira a aun color azul.

El metabolismo del citrato se realiza en aquellas bacterias que poseen la
enzima citrato permeasa, a través del ciclo de tricarboxilicos, el desdoblamiento
del citrato progresivamente a oxalacetato y piruvato. Este ultimo, en presencia de
un medio alcalino, da origen a acidos organicos que al ser utilizados como fuente
de carbono, producen carbonatos y bicarbonatos alcalinos, entonces el medio vira

a un color azul y es indicativo de citrato permeasa (MacFaddin, 2003).

Medio Urea
Es un medio utilizado para diferenciar microorganismos con base a la

actividad de la enzima ureasa. Se utiliza para identificar bacterias que hidrolizan

urea tales como Proteus spp, otras enterobacterias y estafilococos.

Algunas bacterias hidrolizan la urea por medio de la enzima ureasa
produciendo amoniaco y diéxido de carbono. Estos productos alcalinizan el medio
haciendo virar el rojo de fenol de amarillo a rojo. En este medio la fermentacion de
la glucosa activa la enzima ureasa, acelerando la velocidad del metabolismo en

aguellos organismos que hidrolizan lentamente la urea (MacFaddin, 2003).

Agar fenilalanina
Medio de cultivo utilizado para diferenciar a Morganella morgani y Proteus

spp, de la mayoria de los otros miembros de la familia Enterobateriaceae, con

base a la presencia de la enzima fenilalanina dasaminasa.
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En este medio el extracto de levadura es el que aporta los nutrientes para el
adecuado desarrollo bacteriano. El aminoacido fenilalanina sufre desaminacion
oxidativa catalizada por la enzima fenilalanina dasaminasa, para producir &cido
fenilpirdvico y amoniaco, la presencia del acido fenilpirivico se demuestra con el
agregado de cloruro férrico en medio acido, con el cual se forma un quelato de

color verdoso entre 4cido fenilpirGvico y los iones de Fe** (MacFaddin, 2003).

Vogues Proskauer
Medio utilizado para la realizacién del ensayo de rojo de metilo y Vogues

Proskauer, es particularmente para las enterobacterias.

La pluripeptona (es una mezcla en partes iguales de peptona de carne y
peptona de caseina) aporta los nutrientes necesarios para el desarrollo bacteriano
y la glucosa es el carbohidrato fermentable, la glucosa puede ser metabolizada por
los microorganismos, a través de distintas vias metabdlicas. Segun la via utilizada,
se originaran productos finales o acidos o productos finales neutros. Esta
diferencia de metabolismos bacterianos, podria ser reconocida por la adicion de
indicadores como el rojo de metilo, para revelar la presencia de productos acidos y
por la adicién de alfa naftol e hidroxido de potasio para evidenciar la presencia de

productos finales neutros.

Vogues y Proskauer, describieron que la coloracién roja que aparecia
después de adicionar hidréxido de potasio a los cultivos de microorganismos en
medios con glucosa, se debe a la oxidacion de acetil metil carbinol a diacetilo, el

cual reacciona con la peptona del medio para dar un color rojo (MacFaddin, 2003).

B-D-glucuronidasa
La B-D-gucoronidasa (GUD) es una enzima que cataliza la hidrolisis de

acido B-D-glucupiranosidaricos en sus correspondientes agliconas y &cido

glucorénico (Prats et al., 2009)

81



Pruebas bioquimicas de Escherichia coli (De derecha a izquierda: TSI, LIA, MIO,

CIT, Urea, Phe, VP, RM).

Numerosos autores han demostrado que aproximadamente 94-96% de las

cepas de E. coli y s6lo unas pocas de Salmonella, Shigella y Yersinia producen

esta enzima, cabe aclarar que algunas cepas patdgenas de E.coli no producen

GUD, asi como tampoco otras especies del género Escherichia (Prats et al.,

2009).

Estructura tridimensional

WWWw.sciencemag.org)

E. coli p-Glucuronidase
A 4 (WS

= Monomer 3

la Beta glucoronidasa (Tomado de
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Anexo 2

Duefio
Edad: Sexo:
Mascota

Raza: Edad: Sexo:

1. ¢Con gqué alimenta a su mascota?

a) Croquetas b) Sobras de comida c) Otros

2. ¢En qué lugar duerme su mascota?

a) Cama del duefio b) Piso c) Cama especial para la mascota
d) Otro

3. ¢Su mascota convive con otras mascotas?
Si No
4. ¢Quétipo de mascotas?

5. ¢Con qué frecuencia bafia a su mascota?

a) Semanal b) Cada 15 dias c) Cada mes d)
Otros

6. ¢En qué lugar realiza sus necesidades fisiolégicas su mascota?

a) Dentro de la casa b) Patio c) Calle

7.- ¢, Se lava las manos después de acariciar a su mascota?
a) Si b) No
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ANEXO 3

Carril

1.-Control positivo cepa C7200 (E. coli)

2.-EcD17
3.-EcD18
4.-EcD21
5.-EcD22
6.-EcD23
7.-EcM23
8.-EcD26

Positivas: C7200, EcD17, EcD18, EcD21, EcD22, EcD23, EcM23, EcD26

Carril

1.-Control positivo cepa C7200 (E. coli)

2.-EcM26
3.-EcD28
4.-EcM28
5.-EcD29
6.-EcM29
7.-EcD30
8.-EcD31

Positivas: C7200, EcM26, EcD28, EcM28, EcD29, EcM29, EcD30, EcD31

Corrimiento electroforético del Gen uidA (gel 2)

Corrimiento electroforético del Gen uidA (gel 3)
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Carril

1.-Control positivo cepa C7200 (E. coli)
2.-EcM31

3.-EcM32

4.-EcD33

5.-EcM33 Gen uidA
6.-EcM34 486 pb
7.-EcM35

8.-EcM36

Positivas: C7200, EcM31, EcM32, EcD33, EcM33, EcM34, EcM35, EcM36

Corrimiento electroforético del Gen uidA (gel 4)

Carril

1.-Control positivo cepa C7200 (E. coli)
2.-EcD38
3.-EcD39
4.-EcM44
5.-EcM45
6.-EcM46
7.-EcM47
8.-EcM48

486 pb

Positivas: C7200, EcD38, EcD49, EcM44, EcM45, EcM46, EcM47, EcM48

Corrimiento electroforético del Gen uidA (gel 5)
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Carril

1.-Control positivo cepa C7200 (E. coli)

2.-EcM52 486 pb

Positivas: C7200, EcM52

Corrimiento electroforético del Gen uidA (gel 6)
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ANEXO 4

Pruebas bioquimicas de cepas de Escherichia coli.

Cepa EcM34 Escherichia coli Cepa de EcM44 Escherichia coli

Cepa EcD6: Klebsiella oxytoca
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