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1. RESUMEN

Escherichia coli es una enterobacteria que evoluciona dia con dia y dentro de ese proceso ha
desarrollado mecanismos de resistencia a antibidticos para su sobrevivencia en distintos
ecosistemas y hospederos. Aunado a esto, el mal uso de antibi6ticos en la comunidad, ha
permitido la aparicion de cepas multidrogorresistentes en humanos y animales.

En este estudio, a partir de una poblacién de 100 muestras obtenidas mediante hisopado rectal
en perros (19 cepas) y muestras de heces de sus respectivos duefios (13 cepas), se aislaron 32
cepas de Escherichia coli presuntivamente resistentes a CTX. Se analiz6 la susceptibilidad
hacia 18 antibidticos de diferentes familias, asi como la produccion del fenotipo BLEE. Se
observo que el 97% de las cepas de ambas poblaciones mostré multidrogorresistencia (MDR)
y en particular todas las cepas de origen humano fueron MDR, mientras que en las cepas de
origen animal se observo en el 95%. El 67% de las cepas de E. coli fueron resistentes a
betalactdmicos, fenotipo BLEE positivo y resistentes a quinolonas. 7 cepas (54%) aisladas
de humanos y 15 cepas (94%) aisladas de perros con fenotipo BLEE positivo mostraron
resistencia a quinolonas. Se obtuvieron 7 parejas de cepas de E. coli aisladas de la mascota y
su respectivo duefio, de estas, 5 parejas obtuvieron un porcentaje mayor al 60% de similitud
de caracteristicas fenotipicas de susceptibilidad a antibidticos. La pareja de cepas de E. coli
20H* y 20P2* mostr6 un 89 % de similitud en el fenotipo de susceptibilidad a antibioticos,
mientras que la pajera conformada por las cepas 12H* y 12P2* obtuvo un 94%; ambas
parejas presentaron un fenotipo BLEE positivo y resistencia a quinolonas.

En la medicina humana y veterinaria contintian siendo los betalactdmicos y las quinolonas
los antibidticos de eleccion, usados para el tratamiento de infecciones causadas por
enterobacterias; por ende, se puede ejercer en las bacterias la posibilidad de desarrollar
mecanismos de resistencia a dichos antibioticos, como se detecto en este estudio. El analisis
fenotipico de susceptibilidad a antibioticos en cepas de E. coli aisladas de perros sanos y sus
duefos, realizado en este estudio, nos permitié apreciar que la resistencia a quinolonas, la
produccion de BLEE y la MDR es elevada en ambos hospederos. Ademas, a pesar de ser un
numero bajo de cepas, se demostro la relacion entre cepas de E. coli MDR aisladas de perros
y sus duefios, sugiriendo que la convivencia estrecha entre humanos y mascotas y los habitos
de ambos, podrian ser factores importantes para la diseminacion de la resistencia bacteriana

entre ambas especies, a traves del transito de bacterias MDR entre microbiomas intestinales,
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poniendo en riesgo a humanos y animales susceptibles frente a infecciones futuras.
PALABRAS CLAVES: quinolonas, BLEE, multidrogorresistencia, hospedero, fenotipo.

2. INTRODUCCION
3. MARCO TEORICO

Los microorganismos han existido en la tierra por mas de 3.8 billones de afios y han
demostrado su gran diversidad genética y metabdlica. Son un componente esencial de la
biosfera y juegan un papel importante en el mantenimiento de ecosistemas. Se piensa que
componen el 50% de la biomasa viva. Estos organismos celulares se han agrupado en dos
tipos, segun las caracteristicas de su nucleo: procariotas y eucariotas. Dentro del reino

procariota se incluye a las bacterias (Byarugaba, 2010).
Familia Enterobacteriaceae

La familia Enterobacteriaceae estad conformada por bacilos gramnegativos de 1.0 a 6.0
micrémetros, no esporulados, aerobios o anaerobios facultativos. Muchas especies forman
capsula, algunos tienen movilidad por flagelos, la mayoria produce pili y fimbrias, ninguna
especie produce esporas, algunas especies reducen los nitratos a nitrito y fermentan a la
glucosa con formacion de &cido y algunas especies también producen gas. Todas son catalasa

y oxidasa positivo (Cabello, 2007).

En las bacterias gramnegativas pertenecientes a esta familia la envoltura celular estd formada
por una estructura multilaminar. La membrana citoplasmatica consiste en una doble capa de
fosfolipidos que regula el paso de nutrientes, macromoléculas y metabolitos. La capa externa
esta compuesta de un peptidoglucano delgado junto con un espacio periplasmico que consta
de una gran concentracion de proteinas. La membrana externa estd compuesta por otra doble
capa de fosfolipidos, incluyendo lipopolisacaridos (LPS), lipoproteinas (fijadas al
peptidoglucano), proteinas formando poros (proteinas multiméricas que facilitan la

permeabilidad de la membrana) y otras proteinas (Rodriguez, 2010).

Toda la familia taxondmica Enterobacteriaceae ha sido estudiada y clasificada por Ewing y
Edward, ampliada por Brenner y cols., actualmente se estan agregando con mucha frecuencia
nuevas especies y géneros (Cabello, 2007). Reciben su nombre por la localizaciéon comun
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que los caracteriza por ser saprofitos en el tracto digestivo, aunque se trata de bacterias
ubicuas, que se encuentran de forma universal en el suelo, agua y en la vegetacion, también
forman parte de la microbiota normal de muchos animales ademas del hombre (Rodriguez,
2010).

Algunas especies se han adaptado al ser humano y provocan disbiosis por lo que se
consideran entonces como patogenos primarios tal es el caso de Shigella spp., Yersinia pestis
y algunas especies del genero Salmonella, y otras que aun siendo parte de la microbiota del
ser humano pueden comportarse como patégenos oportunistas como son: Escherichia coli,
Klebsiella spp., Citobacter spp., Enterobacter spp., Proteus spp., Providencia spp., Serratia

spp, entre otras (Farifias & Martinez, 2013).

Las designaciones de género y especie en las enterobacterias se basan en las caracteristicas
fenotipicas, como su metabolismo (fermentacion de carbohidratos y desdoblamiento de
aminoacidos) y a partir de su estructura antigénica (Merino & Ldsch, 2014); la cual resulta
muy compleja, se conocen: antigeno “O” o somatico (el cual es parte de un lipopolisacarido
de la pared celular), antigeno “K” o capsular (presente en bacterias capsuladas como
Klebsiella pneumoniae y E. coli), antigeno “H” o flagelar (proteico y presente solo en
especies moviles) y antigeno “F” o fimbrilar (de naturaleza proteica y presente en fimbrias)

(Figura 1) (Romero, 2007).

Flagelos (antigeno H)
Cépsula (antigeno K o Vi)

Lipopolisacérido (LPS)
o endotoxina

Antigeno comuin

Membrana externa
Espacio peripldsmico

Lipoproteina
Peptidoglucano
Membrana intera

— Polisacarido O

% Ndcleo de polisacarido (antigeno comun)
Lipido A (endotoxina)

Figura 1. Estructura antigénica de las enterobacterias (Romero, 2007).

Conocer el tipo de antigeno presente en la bacteria es Gtil para hacer la subdivision de las

especies en multiples serotipos, los cuales se expresan con una letra y un namero del antigeno
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especifico correspondiente, como el serotipo O157:H7 de E. coli, la causante de muchos
episodios epidémicos de infecciones transmitidas por alimentos. Muchas especies carecen de
capsula, de flagelos o de ambos. Pero en los Gltimos afios se han utilizado comparaciones de
homologia de ADN y ARN ribosomal para validar estas relaciones y establecer nuevas (Ryan
& Ray, 2011).

Se conocen mas de 30 géneros diferentes, muchos de estos han sido sometidos a analisis
mediante técnicas de Biologia Molecular, estudiando la homologia de sus ADN y con
frecuencia se aislan a partir de muestras clinicas humanas. Los géneros de mayor importancia
clinica son: Escherichia, Shigella, Salmonella, Klebsiella, Enterobacter, Serratia,

Citrobacter, Proteus, Morganella, Providencia y Yersinia (Merino & Ldsch, 2014).
Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria anaerobia facultativa, en forma de bacilo gramnegativo,
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae; esta bacteria estd ampliamente distribuida en
el medio ambiente y forma parte de la microbiota intestinal natural de los animales y del ser
humano, pero eso no evita que puedan actuar como agentes oportunistas y causar dafio

produciendo diferentes cuadros clinicos, el mas conocido es diarrea.

Asi mismo es una de las especies de enterobacterias mas estudiadas en el mundo y que ha
aportado gran informacién a la Microbiologia, y Biologia Molecular. Fue el pediatra aleman-
austriaco Theodor Escherich quien en 1895 aisl6 esta bacteria de muestras fecales
provenientes de nifios y la denomind Bacterium coli. Con el paso del tiempo otros
investigadores retomaron su descubrimiento, Castellani junto con Chalmers propondrian el
nombre de Escherichia coli, el cual fue aceptado en 1958; Edwards y Ewing establecieron
su comportamiento metabolico y seria Orskov en colaboracion con Kauffman, quienes

definieron su composicion antigénica (Barreto, 1997; Farrow et al., 2015).

Fisiolégicamente es una bacteria versatil que se adapta dependiendo de las caracteristicas del
habitat y llega a crecer en medios de cultivo con glucosa como Unica fuente de carbono, en
presencia o ausencia de oxigeno y bajo condiciones anaerobias, ya que utiliza NO, y NO5; 0

fumarato mediante procesos respiratorios de transporte de electrones y por medio de la
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fermentacion pueden generar acidos y gas como producto final. Su versatilidad le ayuda a

adaptarse en habitats anaerobios (intestino) y aerobio (extraintestinal) (Lopardo, 2017).

En el tracto intestinal de animales y humanos se ha observado una comunidad compleja de
microorganismos, que forman parte de su microbiota, la cual aporta cualidades a su fisiologia
y metabolismo. El 99% de las células bacterianas presentes en el intestino de humanos y
animales son bacterias miembros del filo Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y
Proteobacteria. E. coli es una de las especies comensales mas abundantes, estas cepas son
diversas y se diferencian de las patégenas por su filogenética. De esta manera se clasifican
en grupos principales, siendo los grupos A 'y B1 los de baja virulencia, y los grupos B2 y D
los que contienen genes de virulencia responsables de la colonizacion, invasion, adherencia

y evasion del sistema inmune (Karami et al., 2006; Becker et al., 2011).

Para el estudio de la especie, E. coli se ha agrupado segun su relacion con el huésped en:
cepas comensales, intestinales y extraintestinales. Por lo tanto, se ha clasificado a las cepas
en grupos o patotipos, segun sus mecanismos de patogenicidad, y cuadro clinico (Figura 2).
Se conoce que los patotipos intestinales son: enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica
(EHEC), enteroinvasiva (EIEC), enteropatégena (EPEC), enteroagregativa (EAEC) y con
adherencia difusa (DAEC). Y los patotipos extraintestinales son: uropatégena (UPEC) y
asociada a meningitis (MNEC) (Rodriguez-Angeles, 2002; Siever et al., 2017).

-

*BACILO GRAM NEGATIVO *AMPLIAMENTE DISTRIBUIDA
*ANAEROBIO FACULTATIVO EN EL MEDIO AMBIENTE
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*CAUSANTE DE DIFERENTES | MICROBIOTAINTESTINAL DE

CUADROS CLINICOS (DIARREA ANIMALES Y HUMANOS
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R A MO | INTESTINALES: *ETEC, EPEC,
, EHEC, EAEC, EIEC, DAEC
GENERA ACIDOS Y PRODUCE -EXTRAINTESTINALES
*UPEC, MNEC

N %

Figura 2. Caracteristicas, metabolismo y clasificacion de E. coli (Rodriguez-Angeles, 2002;
Siever et al., 2017).
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Antibioticos

El comienzo de una era revolucionaria en el tratamiento de enfermedades infecciosas se dio
con el descubrimiento de los efectos curativos de sustancias como el colorante rojo de
Prontosil (precursor de las sulfonamidas) en 1935 y el descubrimiento de la penicilina por
Fleming en 1929, asi como su posterior desarrollo por Florey en 1940. Louis Pasteur y Robert
Koch propusieron que los microorganismos desarrollaban mecanismos para sobrevivir a la
competencia impuesta por sus oponentes en un habitat. Selman Waksman en 1942 utiliz6 por
primera vez el término de “antibidtico” (contra la vida) para definir a la sustancia producida
por microorganismos, que les permite inhibir el crecimiento o matar a otros
microorganismos. Este término se utiliza para definir un grupo heterogéneo de sustancias con
caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas especificas (Seija & Vignoli, 2008;
Solberg, 2013).

En la actualidad los antibioticos se clasifican por su origen, forma de accion, espectro de

accion, mecanismo de accion y estructura quimica:

e Por su origen existen antibioticos naturales, sintéticos y semisintéticos.

e Por su forma de accion se puede describir a los agentes antimicrobianos como
bacteriostaticos y bactericidas. Los primeros inhiben el crecimiento de la bacteria,
auxiliandose del sistema inmunitario para su eliminacion y los segundos son capaces
de matar las bacterias con o sin la asistencia del sistema inmune del hospedero.

e Segun el espectro de accion, se clasifican con relacion al tipo de microorganismos
que inactivan y se conocen como antibiéticos de amplio espectro, de espectro menos
amplio o intermedio y de espectro bajo o corto.

e Por los mecanismos de accion de los agentes antimicrobianos se pueden organizar
basandose en la estructura de la bacteria o la funcion que el agente afecta. Los
mecanismos de accion mejor descritos son: inhibicion de la sintesis de
peptidoglucano, proteinas, de &cidos nucleicos, de metabolismo de folato y de la
estabilidad de la membrana celular.

e Por su estructura quimica se clasifican en: betalactdmicos, macrolidos,

aminoglucosidos,  glucopéptidos,  sulfonamidas, quinolonas, tetraciclinas,
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cloranfenicoles, rifampicinas, polipéptidos y nitroimidazoles (Seija & Vignoli, 2008;
Byarugaba, 2010).

«» Betalactamicos

Los betalactamicos son antibidticos que acttan a nivel de la sintesis de pared celular, su
estructura quimica esta dada por un anillo de tiazolidina, un anillo betalactdmico y una cadena
lateral. Estos antibioticos tienen un efecto bactericida sobre bacterias en crecimiento. Ello se
debe a que, al inhibir determinados pasos del ciclo de sintesis y ensamblaje del
peptidoglucano, provocan la acumulacion de precursores de dicha biomolécula, lo que a su
vez desencadena la activacion de proteinas que actdan como lisinas que degradan al
peptidoglucano y finalmente provocan la lisis celular. Estos antibi6ticos tienen como sitio de
accién a enzimas con actividad transglucosidasa o transpeptidasa, conocidas como proteinas
de unidn a penicilina (PBP por sus siglas en inglés) (Seija & Vignoli, 2008; Garcia et al.,
2010; Munita, 2017). Los betalactdmicos se han clasificado en 5 grupos, como se muestra a

continuacion (Tabla 1):

TABLA 1. CLASIFICACION DE BETALACTAMICOS EN GRUPOS SEGUN SU ESTRUCTURA QUIMICA Y ESPECTRO DE ACCION.

ANO DE

. ESTRUCTURA
NOMBRE DEL GRUPO DESCUBRIMIENT MICROORGANISMO BACTERICIDA BACTERIOSTATICO QUIMICA EJEMPLOS
(o)
H H
R._No_ " g
_ r j T CHs } -
PENICTLINA 1928 Penicillum X & LA ) Sy Oxacnl}rfa_
chrysogenum o : -Amoxicilina
0//'"OH
Se clasifican en 4
generaciones seglin su
espectro de accion:
LSRR RIAS 6YE C‘epha!os,u?r'ium 5t - Primera: Cefalotlulm
acremonium - Segunda: Cefoxitina
- Tercera: Cefotaxima
- Cuarta: Cefepime
i H_COOH - Acido clavulanico
INHIBIDORES DE 1676 Streptomyces % N H - Tazobactam
BETALACTAMASAS clavuligerus o’ ‘creoH - Sulbactam
) 7
MONOBACTAMICOS 1581 Chrmfnabacfemrm X . 2 o :3 o - Astreonam
viulaceum om 1
R o R? - Tmipenem
, z - M
CARBAPENEMICOS 1985 Streptomyces cattleva X }RJ _oropenet
N~ - Tienamicina
© COOH

(Seija & Vignoli, 2008; Garcia et al., 2010; Munita, 2017)
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++ Quinolonas

Grupo de antimicrobianos bactericidas que provienen del acido 4-oxo-1,4 dihidrogquinoleina
(Figura 3), como estructura base, que penetra en las bacterias donde forman complejos con

enzimas diana (ADN girasa y topoisomerasa V).
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Figura 3. Estructura base de las quinolonas (Medina, 2014).

Penetran en la bacteria por porinas, canales acuosos de la membrana externa, por medio de
un transportador de membrana. Dado que desestructuran los enlaces entre los
lipopolisacaridos de membrana, provocan que haya un aumento de la permeabilidad de la
pared celular. Para lograr entender el mecanismo de accion de las quinolonas se deben
describir a las topoisomerasas, que son enzimas diferentes, pero se relacionan entre si. La
ADN girasa (topoisomerasa Il) y la topoisomerasa IV inducen el enrollamiento negativo del
ADN y se unen a las cadenas sencillas de ADN resultantes durante la replicacién a través de
enlaces covalentes que forma entre el sitio activo del residuo de tirosina y el extremo 5°de la
cadena de ADN, manteniendo asi su integridad y formando un complejo binario: enzima-
ADN. Una vez formado este complejo, la quinolona se une en el sitio activo para asi formar
el complejo ternario ADN-enzima-quinolona, el cual estara dado por la unién del ion

magnesio, el grupo serina y los residuos de hidrégeno expuestos.

El resultado de la formacidn de este complejo se refleja en la poca eficacia que tendria ahora
la maquinaria encargada de la sintesis de ADN y en el dafio a la integridad del mismo, al
dejarlo expuesto a otras moléculas. Por lo tanto, este grupo de antibioticos tiene una accion
bactericida. Segun su espectro de accién se han desarrollado cuatro generaciones de estos
antibioticos, las cuales difieren en sus grupos radicales y la adicion de elementos como el
Fluor (Tabla 2) (Aldred et al., 2014; Duse et al., 2015; Correia et al., 2017).
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TABLA 2. CLASIFICACION DE QUINOLONAS

GENERACION AGENTES ESPECTRO ANTIMICROBIANO

Acido Nalidixico 1960 Gram-negativos (exceptuando Pseudomonas)

PRIMERA Cinoxacino
Norfloxacino 1986 Gram-negativos (incluido Pseudomonas),
Levofloxacino 1997 algunos Gram-positivo (incluidos
SEGUNDA Enoxacino 1992 Staphylococcus aureus pero no Streptococcus
Ofloxacino 1991 pneumoniae) .
Ciprofloxacino 1987
Esparfloxacino Gram-positivos (S. preumoniae sensible y
TERCERA Gatlﬂoxactfro 1999 resistente a penicilina)
Enrofloxacino
Moxifloxacino 1999
CUARTA Trovafloxacino Incluye diversos microorganismos anaerobios

Gemifloxacino 2000
Clinafloxacino
Garenoxacino (QNF) (King, 2000)

Resistencia a antibioticos

Los agentes antimicrobianos son un grupo heterogéneo de sustancias con diferencias en su
comportamiento farmacocinético y farmacodindmico, ya que actuan selectivamente en las
funciones de la bacteria con el minimo de reacciones o sin afectar las funciones fisiologicas
del huésped. Es asi como el descubrimiento, comercializacién y administracién rutinaria de
antibioticos que se establecen para tratar infecciones bacterianas, ha revolucionado la
medicina moderna y ha cambiado el paradigma terapéutico tanto en hospitales como en la

comunidad.

Los antibi6ticos se convirtieron en el tratamiento médico mas importante para el desarrollo
de procedimientos médicos complejos, como en los quirdrgicos de vanguardia, en trasplante

de 6rganos y en el manejo de pacientes con cancer, entre otros (Munita, 2017).

La resistencia a antibioticos ocurre cuando la bacteria es capaz de mutar en respuesta al uso
de un farmaco, y asi evitar que dicha sustancia tengo un efecto dafiino para ella. Es la bacteria
quien genera resistencia a los antibiéticos, y no el ser humano o los animales, provocando
que sea mas dificil tratar infecciones. La resistencia a antibidticos es uno de los riesgos mas
urgentes en nuestra época, que a nivel mundial amenaza a la salud, el desarrollo y seguridad
alimentaria. Es por ello que en la Gltima década se han realizado campafias de concientizacion
del uso de antibidticos y es la Organizacion Mundial de la Salud quien, junto con otras
instancias internacionales como la ONU o la UNICEF, nacionales como ISSSTE, Secretaria

de Salud e IMSS, organismos regionales y municipales; los encargados de concientizar a la
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poblacion y de tomar cartas en el asunto ante esta problematica que ha costado muchas vidas

y que ha sido la misma poblacion la que ha provocado su incidencia (Bachelet, 2019).

Resistencia a betalactamicos

Los mecanismos de resistencia a betalactamicos incluyen: disminucién de la permeabilidad
(que se asocia con la disminuciédn de la expresion de porinas), modificacion del sitio blanco
de accion, formacion de genes mosaico (por incorporacion de fragmentos de material
genético de otro microorganismo) generado por recombinacién homologa y transformacion
(genes en parche que se componen de la informacion existente y la recién afiadida), y la
hidrolisis enzimatica que implica la inactivacion de betalactdmicos en consecuencia de la
accion de enzimas como las betalactamasas (mostrando una gran plasticidad de la genética
bacteriana). E. coli tiene diversos mecanismos de resistencia a antibi6ticos especificos y la
produccion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) es uno de los mas importantes,
debido a que los B-lactdmicos son usados comUnmente en pacientes infectados por
enterobacterias. Los microorganismos tienen mas de 300 subtipos de B-lactamasas y la
mayoria de ellos codifican las enzimas TEM, CTX, OXA o SHV que son las mas comunes
en enterobacterias. La resistencia también se da por la produccion de PB-lactamasas

codificadas por plasmidos (AmpCs) (Seija & Vignoli, 2008; Korzeniewska et al., 2013).

Una gran cantidad de estudios han demostrado la relacion entre la multirresistencia en
enterobacterias con la presencia de B lactamasas adquiridas, en especial las § lactamasas de
espectro extendido, carbapenemasas y cefamicinasas (enzima de clase C). En Espafia se
comenzo a describir a las enterobacterias productoras de BLEE en 1988, poco después de su
deteccion inicial en Francia y Alemania. Las especies K. pneumoniae y E. coli responsables
de brotes nosocomiales en grandes hospitales, han sido de gran importancia cuando se habla
de la produccion de BLEE. No obstante, en los ultimos afios se ha dado gran relevancia a las
infecciones de origen estrictamente comunitario, en especial por E. coli y otras especies como

Enterobacter spp., Salmonella y P. mirabilis (Farifias & Martinez, 2013).

Las BLEE son una familia de enzimas que hidrolizan y causan resistencia a la mayoria de -

lactamicos, incluyendo penicilinas, monobactamicos y cefalosporinas (Figura 4).
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Figura 4. Betalactamicos y betalactamasas de espectro extendido

Frecuentemente las bacterias productoras de BLEE son resistentes a otros antibidticos como
quinolonas, trimetoprima con sulfametoxazol y aminoglucdsidos (Peralta et al., 2012). Ya
que la presencia de la familia de enzimas BLEE en enterobacterias se muestra en continuo
crecimiento, se identifican de acuerdo a sus caracteristicas genotipicas y funcionales. Lo
anterior ha permitido que se desarrolle la clasificacion hecha por Bush, Medeiros y Jacob y
su relacion con la clasificacion molecular de Ambler para conocer la distribucién y
organizacion de dicha familia. Las BLEE comunes derivan de las P-lactamasas
pertenecientes al grupo 2b, las cuales poseen actividad de penicilinasa y son, con frecuencia,
inhibidas por el &cido clavulanico. Ademas, este grupo se subdivide en 2be, clase molecular
A. Actualmente se conocen 249 variantes de la enzima TEM y 244 derivadas de SHV (Naas
et al., 2020). Se conocen otros tipos de B-lactamasas capaces de hidrolizar a la ceftazidima,
otras como cefotaximasas o CTX-M y ciertas oxacilinasas del grupo 2d, clase molecular D.
Las cepas que producen BLEE son resistentes a todos los antibioticos -lactdmicos con la
excepcion de las carbapenémicos, cefamicinas y las combinaciones de B-lactdmicos con
inhibidores de pB-lactamasas (Delfin & Almanza, 2010; Naas et al., 2020).
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Resistencia a quinolonas

Las quinolonas constituyen un importante grupo de antibi6ticos usados en el tratamiento de
una gran variedad de infecciones. EI amplio uso de estos agentes ha llevado a una resistencia
severa a fluoroguinolonas, la cual usualmente esta dada por la sustitucion de nucleotidos en
la region determinante de resistencia a quinolonas (QRDR) de los genes de ADN girasa y la
topoisomerasa IV o de mecanismos que reducen la concentracién citoplasmatica de dicha
droga por el transporte activo de quinolonas fuera de la célula a través de proteinas
transmembranales, o por la combinacion de ambos mecanismos. La resistencia a quinolonas
mediada por plasmidos fue reportada por primera vez en Estados Unidos en 1994, al estudiar
una cepa de K. pneumoniae. Con el descubrimiento de una proteina involucrada en la
resistencia llamada proteina de resistencia a quinolona (llamada después QnrAl), se
establecio que protege a la bacteria (a la ADN girasa y topoisomera V) de la accién del
antibiotico. Actualmente se han identificado 6 familias de proteinas Qnr (A, B, C, D, Sy VC)
(Yanat et al., 2017). Otro mecanismo reportado es la modificacion de ciertas quinolonas,
debida una variacién dada por la enzima aminoglucdésido acetiltransferasa AAC (6)-1b, ya
que esta enzima es capaz de modificar la estructura de la ciprofloxacina y la norfloxacina
mediante una N-acetilacion del nitrogeno, que forma parte del grupo amino del sustituyente
piperanizil de estas quinolonas, por lo que se le denomina AAC(67)-Ib-cr. Y en 2007 se
identificé un tercer mecanismo conocido como bombas de eflujo, las cuales son proteinas
transportadoras de membrana, por ejemplo, la bomba QepA y OgxA/B (Figura 5) (Alouache
etal., 2014; Yanat et al., 2017).
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Figura 5. Mecanismo de resistencia a quinolonas.
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4. ANTECEDENTES

El uso indiscriminado de antibidticos ha aportado una significativa presencia de ellos en el
medio ambiente, promoviendo resistencia a microorganismos por seleccion, mutacién y
recombinacién. La contaminacion de ambientes acuaticos, por ejemplo, es un instrumento de
diseminacion de resistencia bacteriana que puede llegar hasta los humanos y/o animales por

contacto con alimentos (Alaouche et al., 2014).

Microorganismos con resistencia a antibidticos han sido reportados como los causantes de

alrededor del 20-70% de las infecciones nosocomiales (Duede et al., 2017).

Un estudio en Corea mostrd una tasa de resistencia a las fluoroguinolonas superior al 20%,
que es el limite de la tasa de resistencia local recomendada por la Sociedad de Enfermedades

Infecciosas de América (IDSA) para el tratamiento empirico (Lee et al., 2017).

En 2013 cientificos pertenecientes al Instituto de Ciencias Biomédicas y la Clinica
Veterinaria de la Universidad de Porto, Portugal; realizaron un proyecto que evaluo las
caracteristicas genotipicas y fenotipicas de cepas aisladas de mascotas y sus duefios que se
encuentran en cohabitacion e incluso tomaron muestras de superficies del hogar, en la que se
lleva a cabo dicha cohabitacion. Seleccionaron una pareja de la tercera edad con antecedentes
de tratamiento constante a antibidticos, sus mascotas que fueron diagnosticadas con una
infeccion urinaria reciente (un perro y un gato), su nieto de 2 afios de edad que convive con
las mascotas de forma cotidiana y las superficies del hogar (puerta del refrigerador, tazones
de comida y agua de las mascotas, piso donde acostumbra habitar mas la mascota,
interruptores de luz y de las manos de los duefios) en las que todos podrian cohabitar o tener
contacto. Las muestras de mascotas fueron obtenidas por hisopado oral y cistocentesis
(puncién transabdominal de la vejiga). También realizaron la recoleccion de muestras fecales
de las mascotas, y sus duefios adultos (un hombre y una mujer), asi como de un menor de 2
afios. Se aislaron un total de 124 cepas de E. coli de un total de 17 muestras obtenidas de las
mascotas, humanos y superficies, de las cuales describen 24 patrones de resistencia distintos
de 19 antibioticos de diversas familias, incluidos betalactdmicos y quinolonas. Encontraron

genes de resistencia a antibidticos como betalactamicos, aminoglucésidos, quinolonas,
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tetraciclinas, fenoles y sulfaminas; y determinaron mutaciones en ampC, gyrA y parC

presentes en todas las muestras tanto de humanos, mascotas y superficies (Figura 6).

Este antecedente es de relevancia porque se determind como los habitos y la cohabitacion
entre duefios, mascotas y su ambiente en comudn son un factor importante para la
diseminacion de E. coli en diferentes microambientes y como el uso constante de antibi6ticos

tiene un impacto en la resistencia bacteriana hacia ellos (Martins et al., 2013).

Un estudio en Estados Unidos reportd la resistencia a antibioticos de uso cotidiano en
medicina humana, entre ellos ciprofloxacino y acido nalidixico, en cepas de E. coli

procedentes de perros y gatos sanos (Jackson, 2015).

Otro estudio realizado en Brasil encontrd en algunas cepas de perros y humanos, que tienen
como habitat el mismo hogar, patrones de resistencia a antibioticos similares: genes

responsables de la produccion de BLEE (blatgm, blacrxm-is y blasyy) Yy grupos

filogenéticos idénticos (A y B1). Estos datos muestran una homologia y, por lo tanto, la
posibilidad de que cepas de E. coli resistentes circulen entre individuos y animales en el

mismo entorno (Carvalho, 2016).

Existen reportes de enterobacterias de importancia clinica, como en Pert donde un grupo de
investigadores en 2017 muestrearon en 56 animales silvestres en cautiverio: ardillas, buhos,
gaviotas y en colonias de primates no humanos a partir de hisopados rectales y muestreos
coproldgicos; obtuvieron 106 cepas de la familia Enterobacteriaceae, de las cuales
identificaron 45 cepas de E. coli, siendo esta especie la aislada con mayor frecuencia (42.5%)
y reportaron el 71% de estas cepas sensibles a quinolonas como enrofloxacina la cual es de
tercera generacion y tiene un amplio espectro de accion; mostrando asi que no se ha generado
una resistencia a este farmaco en animales primates no humanos, por el contrario, registraron
resistencia a cefalotina, tetraciclina, amoxicilina con &cido clavulanico y tobramicina
(Famiglietti et al., 2005; Medina et al., 2017).

En México se publicé un estudio realizado en el afio 2015, en donde se caracterizé la BLEE
CTX-15 en E. coli aislada de muestras fecales de perros sanos y se identificaron genes
plasmidicos que confieren resistencia a quinolonas (Rocha-Gracia et al., 2015). Ademas, en

2016 el mismo grupo de trabajo identifico cepas de E. coli, obtenidas mediante hisopados
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cloacales en tortugas. Entre otros resultados demostraron la presencia de genes plasmidicos

como: gnrA, gnrB, acc(6”)-Ib-cr y ogxB. (Cortes-Cortes et al., 2016).

Martins et al., 2013
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Figura 6. Antecedentes especificos.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La resistencia a antibidticos es una problematica a nivel mundial tanto en bacterias que
infectan a los humanos como a los animales, la cual perjudica entornos sociales, de salud, de
industria, ganaderia e incluso el dia a dia en nuestros hogares. Es necesario conocer los
mecanismos de resistencia que las bacterias han desarrollado de forma evolutiva contra
farmacos que son recetados de forma cotidiana tanto por médicos como por veterinarios,
como lo son los betalactdmicos y las quinolonas. Ademas, diversas familias de antibioticos
son utilizadas en la crianza de ganado o suministrado en el alimento para mascotas y se ha
observado que la convivencia entre mascotas y duefios es un factor de riesgo tanto para

humanos como para las mascotas de contraer infecciones e intercambiar microbiota.
6. JUSTIFICACION

Las enterobacterias son un grupo amplio de bacterias, de las cuales algunos géneros los
encontramos en la microbiota natural de los seres humanos y animales, pero también en el
medio ambiente. Dentro de estas encontramos a E. coli como responsable de muchas
infecciones intestinales y que a lo largo de la historia se ha establecido como una de las

enterobacterias de mayor relevancia en las enfermedades de la comunidad y en los hospitales.

Durante las Ultimas décadas el aumento de la resistencia bacteriana a los antibi6ticos ha sido
un problema en la préctica clinica, debido a varios factores. Uno de los principales es el uso
indiscriminado y mal uso de antibioticos betalactamicos y quinolonas que son dos familias
de farmacos que mas se utilizan tanto en humanos como animales para tratar infecciones

producidas por E. coli.

La convivencia entre humanos y mascotas es un factor que interviene en la transmision de
microorganismos, debido a que existe la posibilidad de que cepas de E. coli resistentes
circulen entre individuos y animales en el mismo entorno. Es por ello que resulta necesario
conocer los mecanismos de resistencia que las bacterias han desarrollado de forma evolutiva
contra farmacos que son recetados de forma cotidiana tanto por médicos como por
veterinarios. Debido a lo anterior, el presente trabajo se enfoc6 a analizar la resistencia
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fenotipica a betalactdmicos y quinolonas en cepas de E. coli aisladas de heces de mascotas y

sus duefos.

7. OBJETIVOS
7.1. Objetivo general

Estudiar la resistencia fenotipica a quinolonas en cepas de Escherichia coli multirresistentes,

productoras de BLEE, aisladas de heces de mascotas y sus duefios.

7.2. Objetivos especificos

Aislar e identificar cepas de E. coli presuntivamente resistentes a CTX, a partir de

muestras de heces de mascotas y sus duefos.
» Determinar la susceptibilidad antimicrobiana a las cepas identificadas.

* Determinar el fenotipo de produccion de P-Lactamasas de Espectro Extendido
(BLEE) en las cepas de E. coli.

* Analizar la susceptibilidad fenotipica a quinolonas en las cepas de E. coli productoras
de BLEE.

8. HIPOTESIS CIENTIFICA

La convivencia entre mascotas y sus duefios promueve la presencia de cepas de E. coli

resistentes a quinolonas y productoras de BLEE en ambos hospederos.

9. DISENO DE LA INVESTIGACION
9.1 Disefo del estudio

Se analizo el fenotipo de susceptibilidad antibidtica de cepas identificadas como E. coli
aisladas de muestras de mascotas sanas y sus duefios también sanos que acudieron al
“Hospital para Pequefias Especies de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla”. Se

realizaron 2 periodos de muestreo: periodo 1, agosto/diciembre del 2017; periodo 2,
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enero/mayo del 2018, identificando estas Ultimas con un asterisco. Este estudio fue
prospectivo, ya que permitié analizar los resultados obtenidos y establecid si existe la

presencia de cepas E. coli multidrogorresistente entre estas dos especies de mamiferos.
9.2. Ubicacion espacio-temporal

El proyecto de tesis se realizo en el Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la
Comunidad que pertenece al area de Microbiologia Médica del Centro de Investigaciones en
Ciencias Microbioldgicas del Instituto de Ciencias (ICUAP) de la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla (BUAP).

9.3. Muestreo

Muestreo en perros y humanos sanos. Las muestras de perros sanos se recolectaron a traves
de un hisopado rectal y fueron colocadas en medio de transporte Stuart y llevadas al
laboratorio para su posterior inoculacién en medio de cultivo MacConkey suplementado con
2 ng/ml de cefotaxima. Las muestras de humanos fueron recolectadas por ellos mismos con
indicaciones previas de obtener una pequefia muestra fecal y que la misma debiera
mantenerse en refrigeracion y ser entregada en un lapso no mayor a 24 horas. Posteriormente

fueron inoculadas en el laboratorio, de la misma manera que las recolectadas de perros.
9.3.1. Definicion de la poblacion

En el estudio participaron 50 humanos sin restriccion en la edad, ni el sexo. Asi como sus
mascotas (perros) de cualquier sexo, edad y raza, la informacion fue recaudada por un

cuestionario (ver anexo 1), con la finalidad de obtener un total de 100 muestras.
9.3.2. Seleccidn de la muestra

En mascotas las muestras fueron obtenidas por el médico veterinario a través de un hisopado
rectal y en humanos se recolectd una muestra de heces frescas y de ahi se sembr6 un hisopado
en medio de cultivo selectivo con antibidtico cefotaxima. Se seleccionaron aquéllas muestras

que cumplieron con los criterios descritos méas adelante.
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9.3.3. Criterios de seleccion de las unidades de muestreo
9.3.3.1. Criterios de inclusion

Se tomé en cuenta en este estudio a toda persona y su mascota perro sano que acudian al
Hospital para Pequefias Especies de la BUAP en el periodo de agosto del 2017 a mayo del
2018.

» Los perros sanos participantes en este estudio fueron aquellos que:

o Acudieron a una revision rutinaria, a una cita estética, que presentaron
infecciones cutaneas o respiratorias sin previa administracion de antibidticos,
que fueron citados para la aplicacion de vacunas, que sufrian de algun
traumatismo o acudian a alguna terapia de rehabilitacion.

» Los humanos que se tomaron en cuenta fueron aquellos que convivian con dichas
mascotas, asi quedd establecido su rol de duefios.

o Debian ser sanos, es decir no cursar ningun cuadro infeccioso durante la toma
de muestra, asi como también ser informados previamente del objetivo del
estudio, llenaron una encuesta sobre sus datos personales y de las mascotas,
firmaron el consentimiento informado y el permiso de toma de muestra de sus

mascotas y de ellos mismos.

9.3.3.2. Criterios de exclusion

Mascotas y duefios que presentaron infecciones gastrointestinales y/o estaban llevando un
tratamiento con antibidticos. Ademas, si el duefio no firmaba el consentimiento informado
para latomay procesamiento de las muestras, no se podrian incluir las muestras de la mascota

ni las del duefio en el estudio.
9.3.3.3. Criterios de eliminacion

» Muestras que la persona no entregd de acuerdo con las indicaciones previas
(refrigeracion no més de 24 horas y en el medio de transporte Stuart que se le

proporciond).
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» Muestras que después de ser sembradas en medio de cultivo MacConkey con
cefotaxima, no presentaron crecimiento.

» Cepas no identificadas como E. coli.

9.4. Disefio y tipo de muestreo

Muestreo probabilistico aleatorio. Sin importar en humanos el sexo y la edad y sin tomar en
cuenta la raza, sexo y edad de las mascotas.

9.5. Tamario de la muestra

Se busc6 analizar un total de 100 muestras, entre las cuales se pudiera tener un nimero

proporcional entre duefios y mascotas.
9.6. Definicion de las variables y escala de medicion.

Para personas y mascotas: Ser sanos, al no presentar un cuadro de infeccidn gastrointestinal
y no llevar un tratamiento con antibidticos, al menos 2 meses antes. Se llevo un correcto

registro de la fecha de toma de muestra y del proceso de las muestras fecales obtenidas.

Las escalas de medicion para la susceptibilidad a antibiéticos fueron las establecidas en los
criterios del Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) 2019, el cual nos ayudo a
determinar si existe resistencia, resistencia intermedia o sensibilidad a los 18 antibidticos que
se analizaron en este estudio. Y siguiendo el método de Kirby-Bauer se pudo determinar el
fenotipo BLEE.

Se determind si las cepas de E. coli que mostraron una produccién fenotipica de
betalactamasas también muestran resistencia a quinolonas, todo esto mediante el método

Kirby-Bauer, que permite determinar una resistencia fenotipica.
9.7. Método y recoleccion de datos

Para identificar las cepas que crecieron en Mac Conkey como pertenecientes a la especie E.
coli, se utilizaron las pruebas bioquimicas rutinarias (Mac Faddin, 2003). La susceptibilidad
a antibidticos y el fenotipo BLEE se determinaron por medio de la técnica de Kirby Bauer y
siguiendo lo establecido en el CLSI 2019.
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9.8. Recursos humanos

Alumnos: René Antonio Cuevas Bravo, Flor Yazmin Abad Bolafos.

Profesores: D.C Rosa del Carmen Rocha Gracia (LMHyC), D.C. Edwin Barrios Lima, D.C.

Gerardo Cortés Cortés y Dr. Rafael Erazo Montes Ramirez (Hospital para pequefias

especies).

YV V.V V V V V V V V V V V V V V V V

9.9. Recursos materiales

Medio de transporte Stuart ® MCD Lab.

Medio de cultivo MacConkey ® Bioxon.

Medio de cultivo TSA ® Bioxon.

Medio de cultivo Muller Hinton ® Bioxon.

Medio de cultivo TSI ® Bioxon.

Medio de cultivo Citrato de Simmons ® Bioxon.

Medio de cultivo Urea ® Bioxon.

Medio de cultivo Rojo de metilo/ Vogues proskauer ® Bioxon.
Medio de cultivo LIA ® Bioxon.

Medio de cultivo MIO ® Bioxon.

Medio de cultivo LEVINE ® Bioxon.

Cefotaxima (Sigma-Aldrich).

Sensidiscos con antibioticos.

Taq polimerasa.

Buffer.

Cloruro de Magnesio.

DNTPs

Reactivos para la lectura de pruebas bioquimicas: Alfa-naftol, rojo de metilo, indol,

etc.

9.10. Recursos financieros

Este trabajo fue dirigido y financiado por el Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de

la Comunidad, el cual pertenece al Centro de Investigacion en Ciencias Microbioldgicas del
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Instituto de Ciencias de la BUAP. Con apoyo de proyectos grupales VIEP-100182644, y por
el proyecto CB 2017-2018-A1-S-22136 de Conacyt, responsable académica Dra. Rosa del

Carmen Rocha Gracia.
9.11. Bioética

Las muestras fueron tomadas con el consentimiento y autorizacion de las personas, quienes
también fungieron como duefios de las mascotas a quienes se les tomd la muestra. Este
consentimiento fue evidenciado a través de un Formato de consentimiento informado que el

duefio firmo (ver anexo 2).

10. MATERIAL Y METODOS
10.1. Estrategia de trabajo

Muestreo en el Hospital para Pequenas Especies de la BUAP.

» Hisopado rectal en perros.
« Indicaciones de muestreo en duefios.

Transporte al laboratorio (LMHyC).

Identificacion de la bacteria.

* Crecimiento en medio de cultivo selectivo
MacConkey suplementado con 2 pg/ml de cefotaxima.

* Morfologia colonial.
* Pruebas bioquimicas.

Susceptibilidad a antibioticos y fenotipo BLEE.

Analisis de la relacion entre resistencia a quinolonas y fenotipo
BLEE.

Figura 7. Esquema de trabajo.
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Aislamiento e identificacion de E coli.
-Aislamiento de cepas.

Acudimos al Hospital para Pequefias Especies de la BUAP, en Puebla, Puebla; en donde se
obtuvieron las muestras que se utilizaron en este trabajo. Para ello se explico el objetivo y
justificacion del trabajo a los duefios de las mascotas que cumplian con los criterios de
seleccion, para obtener la aprobacion de los mismos y asi poder explicar cémo se hace la

toma de muestra tanto en humanos como en las mascotas.

Las muestras tomadas a las mascotas fueron obtenidas por los veterinarios del personal
médico del hospital, y las muestras de los duefios fueron recogidas por las mismas personas
y llevadas al hospital antes de 24 horas. Las muestras se etiquetaron y llevaron en el medio
de transporte Stuart al LMHyC perteneciente al CICM del ICUAP. Posteriormente las
muestras se sembraron por estria cruzada en placas de MacConkey suplementado con 2
Hg/mL de Cefotaxima incubadas por 24 horas a 37°C. Se realizé lo anterior como el primer
filtro de nuestro estudio, ya que este medio de cultivo es un medio selectivo para
Enterobacterias y al adicionar antibiotico en él, hace que las bacterias que son potencialmente
resistentes a dicho antibidtico (y potencialmente productoras de BLEE) crezcan en el medio.
Por lo tanto, las muestras que no mostraron un crecimiento en este medio selectivo con

antibiotico fueron descartadas.

Las cepas que crecieron en el medio antes mencionado, fueron purificadas y resembradas por
estria masiva en placas de agar TSA e incubadas por 24 horas a 37°C. El crecimiento obtenido
se suspendid en viales de 1 mL caldo BHI maés glicerol (10% vol/vol), para congelarlas a -

70°C para su posterior estudio.
-ldentificacion de E. coli.

Se utilizaron las pruebas bioquimicas sugeridas en el método de Cowan y Steel, especificas
para Enterobacterias: Agar Hierro Triple Azucar (TSI), Agar Hierro Lisina (LIA), Citrato
(CIT), Movilidad Indol Ornitina (MIO), Fenilalanina (FEN), Rojo de Metilo-Voges
Proskauer (MR-VP) y Urea (ver anexo 3). Posteriormente los resultados se analizaron en
comparacion con los esquemas de identificacion sefialados en este método, en el manual de

Pruebas Bioquimicas para la Identificacion de Bacterias de Importancia Clinica de
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MacFaddin, utilizando la clasificacion taxondmica propuesta en la 2° edicion del Bergey’s

Manual of Systematic Bacteriology (MacFaddin, 2003).
-Susceptibilidad a antibioticos.

Para conocer la susceptibilidad a antibidticos, se utiliz6 el método de Kirby-Bauer se trabajo
con 18 antibioticos, siguiendo la guia del CLSI 2019: cefotaxima (CTX), ceftazidima (CAZ),
amoxicilina con &cido clavulanico (AMC), cefepime (FEP), Aztreonam (ATM), ampicilina
(AMP), meropenem (MEM), imipenem (IMP), cefoxitina (FOX), ceftriaxona (CRO),
tetraciclina (TE), gentamicina (GM), estreptomicina (STR), amikacina (AN), trimetoprim-
sulfametoxazol (TMP/STX), cloranfenicol (CHL), ciprofloxacino (CIP) y acido nalidixico
(NA).

El método de Kirby-Baler es una técnica de antibiograma basada en la difusion del
antibiético impregando en sensidiscos en concentraciones estandar (CLSI, 2019), los cuales
se utilizarén para conocer la susceptibilidad a antibiéticos y el fenotipo BLEE de cada cepa

previamente crecida en agar Mueller-Hinton.

De un cultivo previo de TSA por estria cruzada que fue incubado a 37° C por 24 horas, se
tomaron con un asa bacterioldgica las colonias mas aisladas (entre 3-6) y se llevaron a un
tubo con 5 mL de Solucién Salina Isoténica (SSI) al 0.85% masa/volumen de NaCl, para
tener una mezcla homogénea y se ajusté la turbidez a 1.5 x 108 unidades formadoras de
colonias (UFC) por mililitro equivalente a 0.5 en escala de McFarland. Una vez que se obtuvo
esta turbidez, se impregnd un hisopo con dicha suspension y se inoculd una placa de Muller-
Hinton utilizando el hisopo cubriendo el diametro de la placa, para después de extremo a
extremo pasar el hisopo cubriendo el area de la placa de arriba abajo y se gir6 la placa 45°;
esto se realizd un total de tres veces y al finalizar se pasé el hisopo por la circunferencia de

la placa tres veces.

Siguiendo la guia del CLSI 2019, se interpretaron los resultados de acuerdo con la Tabla 3,
donde se muestran las concentraciones por sensidisco de cada antibidtico usado y el diametro
del halo de inhibicion que debe tomarse en cuenta para conocer la susceptibilidad a dicho

antibiotico:
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TABLA 3. SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS (CLSI, 2019)

FAMILIA ANTIBIOTICO ~ CONCENTRACION (g) ~ SUSCEPTIBLE(S)  INTERMEDIO(I)  RESISTENCIA (R)
CTX 301y >26 23-25 <0
CAZ 301y 1 18-20 <17
FENOTIPO BLEE AMC 20/10 gy >18 14-17 <13
FEP 301y >25 19-24 <18
) ATM 301y )1 18-20 <17
BETALACTAMICOS PENICILINAS AMP 101y >17 14-16 <13
) MEM 101 >3 20-22 <19
CARBAPENEMICOS IMP 1019 >3 20-22 <19
FOX 301y >18 15-17 <14
CEFAMINAS CRO 01y >3 20-22 <19
CIP 51 >26 20-25 Q1
QUINOLONAS NA 301y >19 14-18 <13
FENOLES CHL 301y >18 13-17 <12
AN 301y >17 15-16 <14
AMINOGLUCOSIDOS GM 10 g >15 13-14 <12
STR 101y >15 12-14 <11
SULFAMINAS STX 1.25023.75 g >16 11-15 <10
TETRACICLINA TE 30 1y >15 12-14 <11

La distribucidn de los sensidiscos por placa se realizé de la siguiente manera (Figura 8):

Placa 1: gentamicina (GM), amikacina (AN), estreptomicina (STR), ciprofloxacino (CIP),
acido nalidixico (NA), trimetoprim-sulfametoxazol (TMP/STX) y tetraciclina (TE).

Placa 2: cloranfenicol (CHL), cefoxitina (FOX), ceftriaxona (CRO), ampicilia (AMP),
meropenem (MEM) y imipenem (IMP).

Placa 3 (utilizada también para determinar el fenotipo BLEE): cefotaxima (CTX),
ceftazidima (CAZ), amoxicilina con acido clavulanico (AMC), cefepime (FEP) y aztreonam
(ATM).

- Determinacion de fenotipo BLEE:

Se tiene conocimiento de diversas pruebas fenotipicas para la deteccion de BLEE, la mayoria
se basan en la actividad inhibitoria del acido clavulénico. Entre ellas se encuentra la técnica
de difusion con disco en la que la presencia de una BLEE se sospecha no solo por la
resistencia o disminucion de los halos de inhibicion de algunos o todos los sustratos, sino
también por el efecto sinérgico producido entre las cefalosporinas de espectro ampliado o los
monobactamicos y la amoxicilina con acido clavulanico. Esta es la técnica que se utilizé para

conocer el fenotipo BLEE (Figura 8, placa 3).
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PLACA 1

G O GO © e ©
OO OO

CTX (CEFOTAXIMA) CEFALOSPORINA TERCERA GENERACION

AMC (AMOXICILINA/ACIDO CLAVULANICO)
PENICILINA + INHIBIDOR DE BETALACTAMASAS

PLACA 3

AZT (AZTREONAM)
BETALACTAMICO

| ——= MONOCICLICO -
- MONOBACTAMICO

FENOTIPO BEEE

O

O_______________ FEP (CEFEPIME)

— CEFALOSPORINA
CUARTA GENERACION

CAZ (CEFTAZIDIMA) )
CEFALOSPORINA TERCERA GENERACION

Figura 8. Distribucion de sensidiscos para susceptibilidad de antibi6ticos y fenotipo BLEE.
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11. RESULTADOS

Objetivo 1. Aislar e identificar cepas de E. coli presuntivamente resistentes a CTX, a

partir de muestras de heces de mascotas y sus duefios.
-Aislamiento de cepas a partir de muestras de heces de mascotas y duefios.

En el Hospital para Pequefias Especias de la BUAP se obtuvieron un total de 66 muestras de
heces de perros, una por perro, a partir de un hisopado rectal realizado bajo el consentimiento
de sus duefios. En el mismo sitio se instruyd a 50 personas para proporcionar una muestra de
heces para lo cual, se les proporciond el material para que en un maximo de 24 horas después
de tomada la muestra, la entregaran al Hospital. Se obtuvieron 34 muestras de heces de
humanos. Cabe resaltar que se obtuvo un mayor numero de muestras en perros, ya que
nosotros pudimos obtenerlas al momento de su visita al Hospital, y las humano dependia de
que ellos mismos llevaran o no las muestras. Por lo tanto, se tuvo un total de 100 muestras
que fueron sembradas por estria cruzada en placas de MacConkey suplementado con 2 pg/mi

de cefotaxima incubadas por 24 horas a 37°C (Gréfica 1).

Grifica 1. Total de muestras obtenidas

La morfologia que se consider0 para identificar a E. coli es la siguiente: colonias rosadas en
medio selectivo MacConkey, colonias verdes oscuras con brillo metalico en medio Levine y

en agar TSA se muestra un crecimiento con colonias generalmente con un ligero tono beige.
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Las pruebas bioquimicas nos indicaran que en su mayoria E. coli produce indol, es movil,
descarboxila ornitina (en menor medida) y lisina, producen gas de glucosa, fermentan la
glucosa y otros carbohidratos, son rojo de metilo positivo. Sin embargo, son Citrato de
Simmons, Urea, TSI, Voges-Proskauer y Fenilalanina negativo. Lo cual se confirmo
utilizando la cepa control de E. coli C-1550 (MacFaddin, 2003) (Figura 9).

Figura 9. Fenotipo de E. coli en agar MacConkey, Levine, TSA y pruebas bioquimicas.
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-lIdentificacion de cepas de E. coli presuntivamente resistentes a CTX.

Después de 24 horas las placas con crecimiento presuntivo de E. coli, fueron resembradas
por estria masiva en placas de agar TSA e incubadas por 24 horas a 37°C. De un total de 100
muestras obtenidas, se observo que solo el 42% crecio en el medio selectivo con antibidtico,
lo que las hace cepas presuntamente resistentes a cefotaxima y posiblemente productoras de
BLEE. EI 23% (n= 23) del total fueron obtenidas de muestras de perros y el 19% (n= 19) de
humanos. EIl crecimiento obtenido se suspendio en viales con medio de cultivo y glicerol y
se mantuvieron a -70°C. El 58% de las muestras que no crecieron en Mac Conkey + CTX

fueron descartadas (Grafica 2).

Grafica 2. Crecimiento de cepas de E. coli en medio
Mac Conkey + CTX

58% Sin
crecimiento

-lIdentificacion de cepas de E. coli utilizando pruebas bioquimicas

Las 42 cepas aisladas se sembraron en 7 pruebas bioquimicas sugeridas en el método de
Cowan vy Steel. Se identificaron 34 cepas como Escherichia coli, 14 de las ellas fueron
aisladas de personasy 20 aisladas de perros. Durante el estudio 2 cepas dejaron de ser viables,
3 presentaron contaminacion por otra bacteria y 3 no fueron identificadas, pero pertenecen a

la familia de Enterobacterias, como se muestra en el anexo 4.
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De acuerdo a lo obtenido se pudieron relacionar 9 parejas que consistian en la cepa de

humano (H) con su respectiva mascota (P). Se descartaron 2 cepas para este estudio, debido

a que la cepa 18H present6 contaminacion y al realizar una tincion Gram se pudo observar la

contaminacion con una bacteria Gram positiva; y la cepa 27H no fue identificada como E.

coli. Por lo tanto, estas dos cepas no se pudieron relacionar con las cepas parejas 18P y 27P,

respectivamente, y fueron descartadas (\VVer anexo 4). Por lo tanto, se cont6 con 7 parejas de

cepas obtenidas de mascotas y sus respectivos duefios (Tabla 4).

TABLA 4. CEPAS DE E. coli OBTENIDAS DE PERROS Y SUS DUENOS

Parejas| MUESTRA TSI LIA M | 0] CIT UREA | FEN RM VP | BACTERIA

1 1H A/A +GAS| KIK NEG NEG POS NEG NEG NEG POS | NEG E. coli
1P AIA K/IA NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS | NEG E. coli

> 2H A/A +GAS| KIK POS POS NEG NEG NEG NEG POS | NEG E. coli
2P A/A K/IK POS POS NEG NEG NEG NEG POS | NEG E. coli

3 3P A/A K/IK NEG POS NEG NEG NEG NEG POS | NEG E. coli
3H A/A K/IK NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS | NEG E. coli

4 12 H* A/A K/IK POS POS NEG NEG NEG NEG POS | NEG E. coli
12P2* A/A +GAS| KIK NEG POS NEG NEG NEG NEG POS | NEG E. coli

5 17H A/A+GAS | K/IK NEG NEG NEG NEG NEG NEG | NEG | NEG E. coli
17P3 A/A+GAS| KIK NEG POS NEG NEG NEG NEG POS | NEG E. coli

6 20H* A/A +GAS| KIK POS POS NEG NEG NEG NEG POS | NEG E. coli
20 P* A/A +GAS| KIK POS POS NEG NEG NEG NEG POS | NEG E. coli

7 21H A/A +GAS| KIK NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS | NEG E. coli
21P A/A +GAS| KIK NEG POS NEG NEG NEG NEG POS | NEG E. coli

TSI: Agar Hiero Triple Azlcar K/K (No fermentacién de carbohidratos) A/A (Fermentacion de glucosa, lactosa y/o sacarosa) +GAS
(Produccién de gas en el medio) -LIA: Agar Hierro Lisina K/K (Descarboxilacién de lisina) -CIT: Citrato -MIO: Movilidad Indol Ornitina -

FEN: Fenilalanina -MR-VP: Rojo de Metilo/Voges Proskauer —Urea

(*) Cepas que corresponden al muestreo del segundo periodo. -P: Perro -H: Duefio.
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Objetivo 2. Determinar la susceptibilidad antimicrobiana a las cepas identificadas.

Las 34 cepas de E. coli se sometieron a pruebas de susceptibilidad a 18 antibidticos por

Kirby-Bauer, siguiendo la guia del CLSI 2019 para definir a una cepa como resistente,

intermedio o susceptible al antibiotico; por lo tanto, se obtuvieron los perfiles fenotipicos de

susceptibilidad a antibidticos de cada cepa (Tabla 5).

TABLA 5. PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS EN CEPAS DE E. coli

B-LACTAMICOS

AMINOGLUCOSIDOS

QUINOLONAS

OTROS

AMP

CTX

CAZ

AMC

FEP

ATM

MEM

FOX

CRO

GM

CIP

TE

TMP/
SMX

CHL

CEPA

HUMANOS (n=14)

1H

R

2H

3H

SH*

7H

8H*

12H*

17H

20H

20H*

21H

24H

29H*

| | XV OV | OD|(DWV|(XWV|OV|DV| DD »| DD
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AMP: ampicilina, CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima, AMC: amoxicilina/acido clavulanico, FEP: cefepime, ATM: aztreonam, IMP:
imipenem, MEM: meropenem, FOX: cefoxitina, CRO: ceftriaxona, AN: amikacina, GM: gentamicina, S: estreptomicina, TE:
tetraciclina, CIP: ciprofloxacina, NA: &cido nalidixico, TMP/STX: trimetoprim/sulfametoxazol, CHL: cloranfenicol, (*) Cepas que
corresponden al muestreo del segundo periodo, P: Perro y H: Duefio.

RESISTENTE (R)
SENSIBLE (S)

De las 34 cepas de E. coli identificadas, respecto a la familia de betalactamicos el 94% fueron
resistentes a ampicilina (AMP) y 6% susceptibles. En las dos cefalosporinas de tercera
generacion analizadas, se determin6 que el 85% de las cepas son resistentes a ceftazidima
(CAZ) y 15% susceptibles; 94% resistentes a cefotaxima (CTX) y 6% susceptibles. El 88%
de las cepas son resistentes a cefepime (FEP) y aztreonam (ATM), a su vez 12% son
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susceptibles a esta cefalosporina de cuarta generacién y a este monobactamico; 33%
resistentes a amoxicilina/acido clavulanico (AMC) y 67% susceptibles a este antibio6tico con

inhibidor de betalactamasas.

Cabe mencionar que en los carbapenémicos se observdé el mayor porcentaje de
susceptibilidad por parte de las cepas. Siendo 3% resistentes a meropenem (MEM) y 97%

susceptibles; 26% resistentes imipenem (IMP) y 74% susceptibles (Gréfica 3).

En la familia de las cefamicinas se encuentra una resistencia del 21% y 79% susceptibles en
cefoxitina (FOX); caso contrario con el 97% de resistencia y 3% susceptibles hacia

ceftriaxona (CRO), al ser este Gltimo una cefalosporina de tercera generacion (Grafica 3).

Respecto a los antibidticos aminogludsidos el 15% resistentes a amikacina (AN) y 85%
susceptibles; el 59% resistentes a gentamicina (GM) y 41% susceptibles; 79% mostraron

resistencia a estreptomicina (S) y 21% susceptibles.

Respecto a las quinolonas utilizadas en este estudio, el 82% de las cepas mostraron resistencia
a ciprofloxacino (CIP), y 18% susceptibles; 79% resistentes a &cido nalidixico (NA) y 21%
susceptibles. Siendo este Ultimo de primera generacion y determinandose mayor resistencia

en la quinolona de segunda generacion.

El 79% de las cepas fueron resistente a tetraciclina (TE) y 21% susceptibles; mostrando unos

de los porcentajes mas altos de resistencia hacia esta familia de antibi6ticos.

El 70% de las cepas fueron resistentes a trimetoprim con sulfametoxazol (TMP/STX), y 30%
susceptibles, a este miembro de la familia sulfaminas. Por otro lado, el 53% de cepas fue
resistente a cloranfenicol (CHL) y 47% susceptibles, siendo esta familia de antibidticos la

que muestra una proporcion similar entre resistencia y susceptibilidad (Grafica 3).

En lo general, de las cepas aisladas de humanos el 100% fueron multidrogorresistentes
(MDR); a pesar de mostrar resultados heterogéneos respecto a los perfiles de susceptibilidad
antibiotica (Gréafica 4), llama la atencion la cepa 3H, que mostrd un perfil susceptible a 13
antibioticos, siendo resistente a ATM, CRO, CIP, NA 'Y TMP/STX. Mientras que la cepa
24H es resistente a 15 antibioticos, pero susceptible a IMP, MEM y CHL (Tabla 5).
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Por otro lado, dentro de las cepas aisladas de mascotas encontramos un 95% de cepas MDR,

un ejemplo es la cepa 3P que mostrd ser resistente a 15 de 18 antibidticos y susceptible a

IMP, MEM y FOX. Un caso contrario es la cepa 1P que mostrd ser susceptible a 15 de los

18 antibidticos empleados, siendo AMP, ATM, y NA los antibidticos a los que es resistente
(Gréfica 5) (Tabla 5).

Grafica 3. Susceptibilidad a antibioticos en cepas de Escherichia coli
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Grafica 5. Susceptibilidad a antibioticos en cepas de Escherichia coli aisladas de muestras fecales de mascotas.
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-Analisis de la relacion entre cepas de E. coli provenientes de mascotas y sus

duefos.

Dentro de nuestra poblacion de estudio, después del analisis de la susceptibilidad y del
fenotipo BLEE, nos quedamos con 7 parejas de cepas conformadas por las cepas 1P y 1H,
2H y 2P, 3H y 3P, 12P2* y 12H*, 17H y 17P3, 20H* y 20P*, 21H y 21P, v, las cuales
muestran un porcentaje de similitud de caracteristicas fenotipicas de susceptibilidad a
antibioticos de: 55%, 66%, 44%, 94%, 77%, 89% y 77% respectivamente. Sin embargo, la
pareja conformada por las cepas 12H* y 12P2* es la que muestra mayor porcentaje de
similitud en sus caracteristicas fenotipicas de susceptibilidad a antibiéticos. De forma
contraria, tenemos las parejas 1H y 1P, y 3H y 3P las cuales cuentan con un porcentaje menor
al 60%.

Del anélisis de estas parejas se obtiene la siguiente informacion, para obtener el 100% de
antibioticos estudiados (18 antibidticos) de cada cepa, se grafico considerando los
porcentajes de resistencia, intermedios (en los que existan) y susceptibles, mostrando en

colores como se describe a continuacion (Figura 10/23).

Analizando la relacién de las cepas de mascotas y sus duefios se tiene que entre las cepas 1H
y 1P las similitudes en resistencia se muestran sélo en AMP, ATM y NA,; y son susceptibles
ambas cepas para los antibiéticos AMC, IMP, MEM, FOX, GM, TE y TMP/STX. De esta
manera la cepa 1P es susceptible a 15 de 18 antibioticos analizados. Pero la cepa 1H es

resistente a 11 de ellos (Figura 10 y 11).

Entre las cepas 2H y 2P son resistentes ambas a CTX, CAZ, FEP, ATM, CRO, GM, S, NA
y TE; y susceptibles a MEM, FOX y AN. Mientras que la cepa 2P es susceptible también a
AMP y AMC, la cepa 2H es resistente. Ademas, la cepa 2H muestra susceptibilidad a IMP y
CIP, pero 2P es resistente para el carbapenémico y a la quinolona de segunda generacién
(Figura 12 y 13).

La pareja conformada por las cepas 3H y 3P tiene muchas diferencias en sus perfiles de
susceptibilidad, ya que la cepa 3H es susceptible al 72% de los antibioticos y la cepa 3P es

resistentes al 83% de ellos. Unicamente mostraron ser similares a la susceptibilidad de IMP,
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MEM y FOX, asi como a la resistencia de ATM, NA, CIP, TMP/STX y CRO (Figura 14 y
15).

Las cepas 12H* y 12P2* son resistentes al 72% y 66% de los antibidticos respectivamente,
siendo ambas resistentes a AMP, CTX, FEP, CAZ, ATM, CRO S, CIP, NA, TE, TMP/STX
y CHL; y muestran susceptibilidad hacia AMC, IMP, MEM, AN y FOX. La cepa 12P2* es
susceptible a GM. Mientras que la cepa 12H* es resistente (Tabla 5) (Figura 16 y 17).

Entre las cepas 17H y 17P3 hay similitudes de resistencia hacia los antibiéticos: AMP, CTX,
CAZ, FEP, ATM, S, TE, TMP/STX, CIP Y CRO; asi como en la susceptibilidad a IMP,
MEM, AN Y CHL. Ambas cepas son resistentes al 61% de los antibidticos, pero no a los

mismo, ya que difieren en GM y NA (Figura 18 y 19).

Las cepas 20H* y 20P* son resistente al 72% de los antibioticos analizados, siendo ambas
resistentes a AMP, AMC, CTX, CAZ, FEP, ATM, GM, S, TE, CIP, NA, TMP/STX y CRO;
asi como sensibles al 28% a IMP, MEM, AN y FOX. La cepa 20H* muestra susceptibilidad
a AMC vy resistente a CHL, mientras que la cepa 20P* es resistente al antibidtico con

inhibidor de betalactamasas y susceptible al fenol (Figura 20 y 21).

Las cepas 21H y 21P son susceptibles a IMP, MEM, CHL y FOX; y ambas son resistentes a
AMP, CTX, CAZ, FEP, ATM, S, TE, CIP y NA y CRO. La cepa 21P es sensible a AMC y
AN, mientras que su pareja muestra resistencia; y la cepa 21H tiene un resultado sensible
para GM y TMP/STX, contrario a la resistencia que muestra su pareja hacia ambos

antibioticos (Figura 22 y 23).
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Figura 10. Comparacion de fenotipo de susceptibilidad a los antibi6ticos entre E. coli aislada

de mascotas y sus duefios en cepas 1H y 1P. AMP: ampicilina, CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima, AMC:
amoxicilina/acido clavulanico, FEP: cefepime, ATM: aztreonam, IMP: imipenem, MEM: meropenem, FOX: cefoxitina,
CRO: ceftriaxona, AN: amikacina, GM: gentamicina, S: estreptomicina, TE: tetraciclina, CIP: ciprofloxacina, NA: &cido
nalidixico, TMP/STX: trimetoprim/sulfametoxazol, CHL: cloranfenicol, P: Perro, H: Duefio y *4: Perfiles diferentes.

17% (AMP, 83% (CTX,
ATM, NA) CAZ, AMC,
FEP, IMP,
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CHL, FOX,
CRO)
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Figura 11. Comparacion entre el porcentaje de susceptibilidad a los antibidticos entre E. coli

aislada de mascotas y sus duefios en cepas 1H y 1P. AMP: ampicilina, CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima,
AMC: amoxicilina/acido clavulanico, FEP: cefepime, ATM: aztreonam, IMP: imipenem, MEM: meropenem, FOX:
cefoxitina, CRO: ceftriaxona, AN: amikacina, GM: gentamicina, S: estreptomicina, TE: tetraciclina, CIP: ciprofloxacina, NA:
acido nalidixico, TMP/STX: trimetoprim/sulfametoxazol, CHL: cloranfenicol, P: Perro y H: Duefio.

48



il

& s & & ° > &

@cﬁdﬂ’@@é@@é@ﬁo&?@“ S & &S
<

B Cepa 2H Resistente @ Cepa 2P Resistente ECepa 2 H Susceptible 0O Cepa 2P Susceptible

Figura 12. Comparacion de fenotipo de susceptibilidad a los antibiéticos entre E. coli aislada
de mascotas y sus duefios en cepas 2H y 2P. AMP: ampicilina, CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima, AMC:
amoxicilina/acido clavulanico, FEP: cefepime, ATM: aztreonam, IMP: imipenem, MEM: meropenem, FOX: cefoxitina,
CRO: ceftriaxona, AN: amikacina, GM: gentamicina, S: estreptomicina, TE: tetraciclina, CIP: ciprofloxacina, NA: &cido
nalidixico, TMP/STX: trimetoprim/sulfametoxazol, CHL.: cloranfenicol, P: Perro, H: Duefio y *4: Perfiles diferentes.
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Figura 13. Comparacion entre el porcentaje de susceptibilidad a los antibi6ticos entre E. coli
aislada de mascotas y sus duefios en cepas 2H y 2P. AMP: ampicilina, CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima,
AMC: amoxicilina/acido clavulanico, FEP: cefepime, ATM: aztreonam, IMP: imipenem, MEM: meropenem, FOX:
cefoxitina, CRO: ceftriaxona, AN: amikacina, GM: gentamicina, S: estreptomicina, TE: tetraciclina, CIP: ciprofloxacina, NA:
4cido nalidixico, TMP/STX: trimetoprim/sulfametoxazol, CHL: cloranfenicol, P: Perro y H: Duefio.
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Figura 14. Comparacion de fenotipo de susceptibilidad a los antibi6ticos entre E. coli aislada
de mascotas y sus duefios en cepas 3H y 3P. AMP: ampicilina, CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima, AMC:
amoxicilina/acido clavulanico, FEP: cefepime, ATM: aztreonam, IMP: imipenem, MEM: meropenem, FOX: cefoxitina,
CRO: ceftriaxona, AN: amikacina, GM: gentamicina, S: estreptomicina, TE: tetraciclina, CIP: ciprofloxacina, NA: &cido
nalidixico, TMP/STX: trimetoprim/sulfametoxazol, CHL: cloranfenicol, P: Perro, H: Duefio y *4: Perfiles diferentes.

17% (IMP,
MEM, FOX)

83% (AMP,
CTX, CAZ,
AMC, FEP,
ATM, CRO,
AN, GM, S,
CIP, NA, TE,
TMP/STX,
CHL)

Resistencia Susceptibilidad

m Cepa 3H Cepa3P mCepa3H ' Cepal3P

Figura 15. Comparacion entre el porcentaje de susceptibilidad a los antibidticos entre E. coli

aislada de mascotas y sus duefios en cepas 3H y 3P. AMP: ampicilina, CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima,
AMC: amoxicilina/acido clavulanico, FEP: cefepime, ATM: aztreonam, IMP: imipenem, MEM: meropenem, FOX:

efoxitina, CRO: ceftriaxona, AN: amikacina, GM: gentamicina, S: estreptomicina, TE: tetraciclina, CIP: ciprofloxacina, NA:

C
acido nalidixico, TMP/STX: trimetoprim/sulfametoxazol, CHL: cloranfenicol, P: Perro y H: Duefio.
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Figura 16. Comparacion de fenotipo de susceptibilidad a los antibiéticos entre E. coli aislada
de mascotas y sus duefios en cepas 12H* y 12P2*. AMP: ampicilina, CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima,
AMC: amoxicilina/acido clavulanico, FEP: cefepime, ATM: aztreonam, IMP: imipenem, MEM: meropenem, FOX:
cefoxitina, CRO: ceftriaxona, AN: amikacina, GM: gentamicina, S: estreptomicina, TE: tetraciclina, CIP: ciprofloxacina,
NA: &cido nalidixico, TMP/STX: trimetoprim/sulfametoxazol, CHL: cloranfenicol, (*) Cepas que corresponden al muestreo

del segundo periodo, P: Perro, H: Duefio y *4: Perfiles diferentes.
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Figura 17. Comparacion entre el porcentaje de susceptibilidad a los antibiéticos entre E. coli

aislada de mascotas y sus duefios en cepas 12H* y 12P2*. AMP: ampicilina, CTX: cefotaxima, CAZ:
ceftazidima, AMC: amoxicilina/acido clavulanico, FEP: cefepime, ATM: aztreonam, IMP: imipenem, MEM: meropenem,
FOX: cefoxitina, CRO: ceftriaxona, AN: amikacina, GM: gentamicina, S: estreptomicina, TE: tetraciclina, CIP:
ciprofloxacina, NA: &cido nalidixico, TMP/STX: trimetoprim/sulfametoxazol, CHL: cloranfenicol, (*) Cepas que

corresponden al muestreo del segundo periodo, P: Perroy H: Duefio.

51



Il

SEAFESISFITS TS ST &;&&+ &
<

B Cepa 17H Resistente @ Cepa 17P Resistente @ Cepa 17H Susceptible O Cepa 17P Susceptible

Figura 18. Comparacion de fenotipo de susceptibilidad a los antibidticos entre E. coli aislada
de mascotas y sus duefios en cepas 17H y 17P3. AMP: ampicilina, CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima, AMC:
amoxicilina/acido clavulanico, FEP: cefepime, ATM: aztreonam, IMP: imipenem, MEM: meropenem, FOX: cefoxitina,
CRO: ceftriaxona, AN: amikacina, GM: gentamicina, S: estreptomicina, TE: tetraciclina, CIP: ciprofloxacina, NA: &cido
nalidixico, TMP/STX: trimetoprim/sulfametoxazol, CHL: cloranfenicol, P: Perro, H: Duefio y *4: Perfiles diferentes.
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Figura 19. Comparacion entre el porcentaje de susceptibilidad a los antibidticos entre E. coli
aislada de mascotas y sus duefios en cepas 17H y 17P3. AMP: ampicilina, CTX: cefotaxima, CAZ:
ceftazidima, AMC: amoxicilina/acido clavulanico, FEP: cefepime, ATM: aztreonam, IMP: imipenem, MEM: meropenem,
FOX: cefoxitina, CRO: ceftriaxona, AN: amikacina, GM: gentamicina, S: estreptomicina, TE: tetraciclina, CIP:
ciprofloxacina, NA: &cido nalidixico, TMP/STX: trimetoprim/sulfametoxazol, CHL: cloranfenicol, P: Perro y H: Duefio.
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Figura 20. Comparacion de fenotipo de susceptibilidad a los antibiéticos entre E. coli aislada
de mascotas y sus duefios en cepas 20H* y 20P*. AMP: ampicilina, CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima,
AMC: amoxicilina/acido clavulanico, FEP: cefepime, ATM: aztreonam, IMP: imipenem, MEM: meropenem, FOX:
cefoxitina, CRO: ceftriaxona, AN: amikacina, GM: gentamicina, S: estreptomicina, TE: tetraciclina, CIP: ciprofloxacina,
NA: cido nalidixico, TMP/STX: trimetoprim/sulfametoxazol, CHL: cloranfenicol, (*) Cepas que corresponden al muestreo
del segundo periodo, P: Perro, H: Duefio y *4: Perfiles diferentes.
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Figura 21. Comparacion entre el porcentaje de susceptibilidad a los antibidticos entre E. coli
aislada de mascotas y sus duefios en cepas 20H* y 20P*. AMP: ampicilina, CTX: cefotaxima, CAZ:
ceftazidima, AMC: amoxicilina/acido clavulanico, FEP: cefepime, ATM: aztreonam, IMP: imipenem, MEM: meropenem,
FOX: cefoxitina, CRO: ceftriaxona, AN: amikacina, GM: gentamicina, S: estreptomicina, TE: tetraciclina, CIP:
ciprofloxacina, NA: &cido nalidixico, TMP/STX: trimetoprim/sulfametoxazol, CHL: cloranfenicol, (*) Cepas que
corresponden al muestreo del segundo periodo, P: Perroy H: Duefio.
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Figura 22. Comparacion de fenotipo de susceptibilidad a los antibiéticos entre E. coli aislada
de mascotas y sus duefios en cepas 21H y 21P. AMP: ampicilina, CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima, AMC:
amoxicilina/acido clavulanico, FEP: cefepime, ATM: aztreonam, IMP: imipenem, MEM: meropenem, FOX: cefoxitina,
CRO: ceftriaxona, AN: amikacina, GM: gentamicina, S: estreptomicina, TE: tetraciclina, CIP: ciprofloxacina, NA: &cido
nalidixico, TMP/STX: trimetoprim/sulfametoxazol, CHL: cloranfenicol, P: Perro, H: Duefio y *4: Perfiles diferentes.
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Figura 23. Comparacion entre el porcentaje de susceptibilidad a los antibidticos entre E. coli
aislada de mascotas y sus duefios en cepas 21H y 21P. AMP: ampicilina, CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima,
AMC: amoxicilina/écido clavulanico, FEP: cefepime, ATM: aztreonam, IMP: imipenem, MEM: meropenem, FOX:
cefoxitina, CRO: ceftriaxona, AN: amikacina, GM: gentamicina, S: estreptomicina, TE: tetraciclina, CIP: ciprofloxacina, NA:
acido nalidixico, TMP/STX: trimetoprim/sulfametoxazol, CHL: cloranfenicol, P: Perro y H: Duefio.
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Objetivo 3. Determinar el fenotipo de produccion de p-Lactamasas de Espectro
Extendido (BLEE) en las cepas de E. coli.

De acuerdo con el efecto sinérgico producido entre las cefalosporinas de amplio espectro o
los monobactdmicos y la actividad inhibitoria del acido clavulanico se determiné que de las
34 cepas de E. coli (14 cepas de humano y 20 cepas de perro) analizadas, 29 mostraron
fenotipo BLEE siendo un 85% del total (13 cepas de humanos y 16 de perros). De lo cual se
pudo observar que el inhibidor actGa en sinergia sobre los cuatro betalactdmicos
(CTX/CAZIFEP/ATM) en un 50% de las cepas. En otros casos actla sobre tres antibioticos:
12% sobre CTX/ FEP/ATM, 8% sobre CAZ/FEP/ATM, 6% sobre las dos
cefalosporinas de tercera generacion y el monobactamico (CTX/CAZ  /ATM), 3% sobre
las tres cefalosporinas (CTX/CAZ/FEP). Un 3% inhibe a CAZ/FEP y otro 3% a la
cefalosporina de cuarta generacion (FEP). Finalmente, en el 15% del total no se observo la

sinergia entre la posible presencia de betalactamasa y el inhibidor (Grafica 13) (Figura 10).

O © @ 6
© 0 0 0 0

Figura 24. Fenotipo de susceptibilidad a antibidticos y fenotipo BLEE.
La imagen (A) muestra los sensidiscos con halo de inhibicién reducido o nulo (ejemplo: flecha negra) y la
sinergia del fenotipo BLEE (ejemplo: flecha roja).
La imagen (B) muestra cuando los halos de inhibicion marcan susceptiblidad a los antibidticos probados
(ejemplo: 2 placas superiores) y un fenotipo BLEE negativo (ejemplo: placa inferior).
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Grifica 6. Fenotipo BLEE en cepas de E. coli
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Objetivo 4. Analizar la susceptibilidad fenotipica a quinolonas en las cepas de E. coli

productoras de BLEE.

Teniendo los resultados de la susceptibilidad a antibioticos y el fenotipo BLEE de las cepas

de E. coli, se seleccionaron aquellas cepas que mostraron resistencia a quinolonas y también

con fenotipo BLEE. Por lo tanto, las cepas de humanos que cumplen con estas caracteristicas
fueron: 1H, 5H*, 8H*, 12H*, 20H*, 21H, 24H y 29H*. En el caso de las cepas de mascotas,
las que cumplen estas condiciones son: 1P*, 2P, 3P, 7P*, 9P, 9P*, 12P2*, 13P*, 17P3, 20P*,
21P, 23P, 31P*, 34P* y 37P (Tabla 6). Esto quiere decir que 23 (8 de humanos y 15 de
mascotas) de las 34 cepas de E. coli aisladas fueron resistentes a betalactamicos,

presuntamente productoras de betalactamasas y resistentes a quinolonas de primera y

segunda generacion, representando el 67% de las cepas analizadas.

TABLA 6. SUSCEPTIBILIDAD A BETALACTAMICOS, QUINOLONAS Y FENOTIPO BLEE E. coli
B-LACTAMICOS QUINOLONAS
CcTX [ cAaz |amc | FEP |ATM [ cIP | NA FENOTIPO BLEE
MUESTRAS HUMANOS (n=14)
1H R R s R R R R CTX/CAZIFEP/ATM
2H R R R R R s R CTX/CAZ/FEPIATM
3H s s 5 s R R R BLEE NEGATIVO
SH* R s s R s R R CAZIFEP/ATM
7H R R s R R R s CTX/CAZIFEPIATM
8H* R R R R R R R CTX/CAZ/FEPIATM
12H* R R s R R R R CTX/CAZIFEPIATM
17H R R R R R R s CTXICAZIFEPIATM
20H R R s R R s S CTX/CAZ/FEPIATM
20H* R R 5 R R R R CTXI/CAZIFEPIATM
2IH R R R R R R R CTX/CAZ/FEPIATM
24H R R R R R R R CTX/CAZ/FEPIATM
29H* R R s R R R R CTX/CAZIFEPIATM
32H R R s R R s S CTX  FEPIATM
MUESTRAS MASCOTAS (n=20)

1p s s 5 s R s R BLEE NEGATIVO
1p* R s s R s R R CTX/CAZIFEP

2p R R s R R R R CTX/  FEP/IATM
3p R R R R R R R CTXICAZ  |ATM
7p* R R s R R R R CTX/CAZIFEPIATM
9P R R R R R R R FEP

9p* R R 5 R R R R CAZIFEP/ATM
12p2* R R s R R R R CTX/CAZ/FEPIATM
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13p* R S R R R R R CTX/CAZ/FEP/IATM
17 P3 R R S R R R R CTX/CAZ/FEP/ATM
18P R R R S R S S BLEE NEGATIVO
20P* R R R R R R R CAZ/FEP
21P R R S R R R R CTX/CAZ/FEP/ATM
23P R R S R R R R CTX/ICAZ |ATM
26P R R S R R S R BLEE NEGATIVO
27 P R R S R S R S CTX/CAZ/FEP/ATM
31 p* R R S R R R R CAZ/FEP/ATM
34 p* R R S R R R R CAZ/FEP/ATM
36P R R R S S R S BLEE NEGATIVO
37P R R S R R R R CTX/ FEP/IATM
RELACION MASCOTA-HUMANO
PAREJAS CTX | CAZ | AMC | FEP | ATM | CIP | NA FENOTIPO BLEE
1P S S S S R S R BLEE NEGATIVO
1H R R S R R R R CTX/CAZ/FEP/ATM
2P R R S R R R R CTX/ FEP/ATM
2H R R R R R S R CTX/CAZ/FEP/ATM
3P R R R R R R R CTX/CAZ IATM
3H S S S S R R R BLEE NEGATIVO
12p2* R R S R R R R CTX/FEP/CAZIATM
12H* R R S R R R R CTX/FEP/CAZ/IATM
17P3 R R S R R R R CTX/FEP/CAZIATM
17H R R R R R R S CTX/FEP/CAZ/IATM
20P* R R R R R R R FEP/CAZ
20H* R R S R R R R CTX/FEP/CAZIATM
21P R R S R R R R CTX/FEP/ICAZ/IATM
21H R R R R R R R CTX/FEP/CAZIATM

AMP: Ampicilina, CTX: Cefotaxima, CAZ: Ceftazidima, AMC: Amoxicilina/Acido clavulanico, FEP: Cefepime, ATM: Aztreonam, CIP: ciprofloxacino,
NA: Acido nalidixico, (*) Cepas que corresponden al muestreo del segundo periodo, P: Perro y H: Duefio.

RESISTENTE (R)

SENSIBLE (S)

FENOTIPO BLEE NEGATIVO
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12. DISCUSION

La resistencia a antibioticos es un problema que asecha tanto a la comunidad como a los
hospitales, ya que la comunidad no solo se compone por los seres humanos que habitamos
en ella, sino también por todos los organismos que cohabitan, incluyendo nuestras mascotas

y demas animales que comparten el ecosistema.

Es de gran relevancia saber que no solo existe resistencia a antibidticos en bacterias que
albergan los seres humanos. También es un problema que enfrentan las bacterias
provenientes de mascotas, como perros y gatos, debido a la exposicidn a farmacos que tienen
a través de su alimentacidn, habitos, convivencia, asi como también el uso indiscriminado y
mal uso de los farmacos por parte de sus duefios. Por tal motivo, el presente estudio tomo
como poblacién de estudio cepas de E. coli aisladas a partir de heces de humanos y sus
mascotas, clinicamente sanos, que acudieron al Hospital para Pequefias Especies de la BUAP,
para estudiar el perfil de susceptibilidad a antibidticos. Al realizar este analisis se pudo
determinar que existe resistencia a familias de antibioticos importantes, como lo son
betalactamicos, quinolonas, aminoglucosidos, tetraciclinas y sulfamidas que son recetados
para tratar infecciones producidas por enterobacterias en humanos y mascotas (USDA, 2012;
Rodriguez-Gonzalez, 2020).

En los ultimos afios se ha tomado conciencia sobre el aumento en la resistencia a antibioticos
en animales y humanos, situacion que determina la forma en que deben ser tratadas las
infecciones. El uso elevado de agentes antimicrobianos en animales y humanos es
probablemente la causa de mayor peso en este problema. Dichos agentes llevan a una presion
de seleccion no solo sobre las bacterias patdgenas, sino también sobre los microorganismos
que pertenecen a la microbiota natural del tracto intestinal de humanos y animales, y esas
bacterias comensales resistentes forman un reservorio de genes asociados a resistencia para

dichos microorganismos que tienden a ser oportunistas (Costa, 2008).

Por lo tanto, la emergencia de enterobacterias resistentes a la gran variedad de
antimicrobianos de importancia clinica, es una relevante realidad a nivel mundial, debido a
ello, hay una mayor necesidad de identificar la resistencia a antibi6ticos con anticipacion al

tratamiento. Esto se logra a través de realizar cultivos y antibiogramas en laboratorios
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clinicos, ya que dicha resistencia es un fendmeno que se da tanto en humanos como en
animales.

E. coli se ha utilizado como la especie de referencia para determinar la propagacion de
resistencia a antibioticos, ya que es una bacteria comensal genéticamente variable de
animales y humanos, y tiene la facilidad de diseminarse ampliamente en el medio ambiente
(suelo, agua y por ende en los alimentos). La produccion de BLEE vy el desarrollo de
resistencia a quinolonas son constantes en cepas de E. coli y eso representa una gran amenaza
para la salud humana y animal (USDA, 2012; Rodriguez-Gonzalez, 2020).

Por otro lado, en otros casos, se reporta que algunos de los determinantes genéticos de la
resistencia a quinolonas se encuentran en plasmidos de diversos tamafios y se encuentran
asociados a otros marcadores de resistencia como los genes que codifican las BLEE, lo que
indica la propagacion de resistencia en cepas de enterobacterias que contribuyen a la
multidrogo resistencia (Yanat et al., 2017).

Algo relevante del estudio fue observar que el 67% de cepas de E. coli aisladas de mascotas
y duefios mostraron ser resistentes a betalactdmicos y ser posibles productoras de
betalactamasas, aunado a que también son resistentes a quinolonas de primera y segunda
generacion. La principal causa de resistencia a quinolonas en E. coli se da por un mecanismo

cromosoémico mediante mutaciones en la QRDR de los genes gyrA y parC (Meireles, 2015).

Lo anterior pone en evidencia que las bacterias productoras de BLEE pueden ser también
resistentes a otros grupos antibidticos, especificamente a quinolonas, trimetoprima con
sulfametoxazol y aminoglucosidos, siendo transferida esta co-resistencia a través de
elementos genéticos movilizables como integrones insertados en plasmidos (Peralta et al.,
2012).

Previamente, se han realizado otros estudios experimentales con la finalidad de conocer la
resistencia a estos antibioticos en cepas aisladas de mascotas (perros, gatos y tortugas), cuyos
resultados han reportado la presencia de cepas resistentes a betalactamicos y quinolonas, asi

como plasmidos conjugativos (Rocha-Gracia, 2015; Cortés-Cortés, G, 2016).

Este trabajo es el complemento del realizado por Abad y col., (2018) en su tesis de
licenciatura denominada “Resistencia a antibioticos B-lactdmicos y produccién de BLEE, en

cepas de Escherichia coli multirresistentes, aisladas de mascotas y sus duefios”, en donde
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observo la presencia de genes que pertenecen a betalactamasas como blatgy €n la cepa 2H,
blactxm—15 €n las cepas 2H y 2P, 17H, 17P3, 20H*, 20P*, y 21H, 21P blagyy en la cepa
17H. En este estudio observamos que las cepas 2P, 17P3, 20H*, 20P*, 21H y 21P presentan
resistencia a quinolonas de primera y segunda generacion, la cepa 2H es resistente a acido
nalidixico pero susceptible a ciprofloxacino; ademas, la cepa 17H mostro resistencia a esta
quinolona de segunda generacion y susceptibilidad a la quinolona de primera generacion.
Esto sugiere que las cepas productoras de betalactamasas también pueden contener genes
plasmidicos de resistencia a quinolonas de segunda generacion y cromosomicos para las de
primera, como se ha reportado en otros estudios (Peralta et al., 2012; Famiglietti et al., 2005;
Medina et al., 2017).

Ademas, se puede observar de forma general que hacia el meropenem (MEM) se obtiene el
mayor porcentaje de susceptibilidad (97%) y solo la Cepa 1P mostrd ser resistente al
antibiotico. De esta manera se podria especular que un medicamento de Gltima eleccién para

el tratamiento llegue a dejar de ser eficaz, por la resistencia que pueda portar la bacteria.

Otro caso extremo es ceftriaxona (CRO), hacia el cual se obtiene el mayor porcentaje de
resistencia (97%), haciendo evidente que este antibidtico deja de ser una opcién para la
clinica humana y veterinaria. Lo mismo se observa en la resistencia a tetraciclina (TE) que
fue de un 79%, la cual se pueda deber al uso excesivo y mal uso de este bacteriostatico en la

comunidad o a una coseleccion (Roca, et al., 2015).

Se obtuvieron 7 parejas de cepas de humanos y de su mascota respectiva, las cuales tuvieron,
en algunos casos, porcentajes similares de resistencia a los antibidticos evaluados, ademas
de ser resistentes a mas del 50% de ellos. Sin embargo, algo que llamé la atencion es que, de
forma general, las cepas aisladas de perros son mas resistentes que las de humano.

Se deben destacar parejas con caracteristicas similares, como la conformada por las cepas 2H
y 2P, que coinciden en 12 de los 18 antibioticos analizados, solo difieren en ampicilina y
amoxicilina con acido clavulanico, ya que la cepa 2P es sensible y la 2H resistente; y en
imipenem, cloranfenicol, trimetoprim con sulfametoxazol y ciprofloxacino, en donde la cepa
2H muestra susceptibilidad y la cepa 2P es resistente a los cuatro antibi6ticos. Ademas se
debe destacar la presencia del gen blactxm—15 €n ambas cepas, descrito en el estudio de
Abad y col., (2018).
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Se pudieron relacionar 7 parejas de cepas de E. coli tanto de humano como de su mascota
respectiva, las cuales estan conformadas por las cepas: 1H, 1P, 2H, 2P, 3H, 3P, 12H*, 12P2*,
17H, 17P3, 20H*, 20P*, 21H y 21P. La pareja conformada por las cepas 20H* y 20P*
muestran una similitud en la susceptibilidad y fenotipo BLEE analizadas en este estudio, lo
cual sugiere que puede haber un intercambio de cepas entre ambos hospederos, con la
posibilidad de encontrar la misma cepa o un intercambio de informacidn genética entre las
cepas. Por lo tanto, se sugiere la necesidad de metodologias que nos permiten conocer la
informacion genética de estas cepas, desde la identifacion de genes de resistencia, hasta la
secuenciacion de los mismos y de las cepas para poder hacer una comparacion a nivel

molecular.

El hecho de haber observado 5 parejas (2H y 2P, 12P2* y 12H*, 17H y 17P3, 20H* y 20P*,
y 21H y 21P) con similitud en su perfil fenotipico de resistencia a antibioticos, nos indica
que posiblemente la convivencia que se establece entre mascotas y sus duefios, incluye
habitos higiénicos erréneos, que con el afdn de demostrar afecto (besos, caricias, juegos,
comer y dormir juntos), al mismo tiempo promueven el intercambio de bacterias entre ellos.
El problema radica cuando factores como la edad, sistema inmune bajo, enfermedades
autoinmunes, la existencia de enfermedades que los mantienen bajo cuidados o tratamientos
especificos exponen a las personas a ser vulnerables ante posibles enfermedades provocadas
por enterobacterias multirresistentes, como las E. coli aisladas en este trabajo y que provienen
de su mascota. Ademas, esto podria suceder de forma similar en las mascotas (puede ser
bidireccional), ya que este intercambio de bacterias puede afectar a su microbiota y por ende

a su organismo.

Los resultados de este trabajo ayudan a determinar que existe un aumento en la resistencia a
antibidticos que son utilizados para combatir enterobacterias en la clinica humana y
veterinaria; ademas sugieren, como se ha establecido en otros estudios, que pudiera existir
una posible diseminacion de E. coli multirresistentes entre las mismas especies e incluso
entres distintas especies de mamiferos, lo cual es de gran inquietud para la comunidad, debido
a la convivencia cercana que se llega a tener entre mascotas y humanos (Martins et al., 2013).
No se recomienda restringir el buen trato hacia las mascotas, si no hacer una concientizacién

que pueda evitar los malos habitos que tenemos como personas y como duefios de diferentes
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mascotas, para asi preservar en la medida de lo posible la salud de ambos hospederos. Alguno
de estos habitos se sugiere que pueden ser el frecuente lavado de manos, educar a las
mascotas para que sean capaces de identificar un lugar especifico para dormir, comer, defecar
y orinar. De esta manera se pueden poner limites en la convivencia de ambas especies, sin la

necesidad de deteriorar o modificar la relacion de afecto que se establece entre ellos.

13. CONCLUSION

1. Elandlisis fenotipico de susceptibilidad a antibidticos en cepas de E. coli aisladas de
perros sanos Yy sus duefios, nos permitié apreciar que la resistencia a quinolonas, la
produccion de BLEE y la MDR es elevada en ambos hospederos.

2. A pesar de ser un nimero bajo de cepas, se demostro la relacion entre algunas cepas
de E. coli MDR y productoras de BLEE aisladas de perros y sus duefios.

3. La convivencia estrecha entre humanos y mascotas y los habitos de ambos, pueden
ser factores importantes para la diseminacion de la resistencia bacteriana entre ambas
especies, a través de un posible transito de bacterias MDR entre microbiomas

intestinales.
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13. PERSPECTIVAS

1. Realizar estudios biomoleculares para determinar la presencia de genes de resistencia

a quinolonas, tanto cromosémicos como plasmidicos.

2. Determinar la presencia de plasmidos, y analizar la posible transmision horizontal de

genes de resistencia en las cepas estudiadas.

3. Estudiar la co-existencia de los genes codificantes de BLEE y los genes de resistencia

a quinolonas en elementos genéticos movilizables.
4. Determinar el patotipo de la pareja de cepas de E. coli 20H* y 20P*, y 12P2* y 12H*.

5. Establecer si en las parejas con un porcentaje elevado de similitud fenotipica se aislo

la misma cepa de E. coli en perro y su duefio.
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14. ANEXOS
Anexo 1. Formatos de captura de datos
CUESTIONARIO
DUENO
NOMBRE:
EDAD: SEXO:
1.- ¢Se encuentra tomando algln antibidtico en la actualidad?

Sl nombre del antibidtico: NO

2.- ¢Cursa actualmente con una infeccion estomacal?
SI___nombre del medicamento administrado: NO
3.- ¢ Duerme con su mascota?
Sl NO
4.- Tiempo de convivencia con la mascota
MASCOTA
Nombre: Edad: Sexo:
1.- ;Qué alimentos consume su mascota?
a) Croquetas b) Sobras de comida C) otros
2.- ¢En qué lugar duerme su mascota?
a) Cama de duefio b) Piso c) Cama especial para mascota
3.- ¢Su mascota convive con otras mascotas?
Sl NO

4.- ¢Que tipo de mascotas?
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5.- ¢Con que frecuencia bafa a su mascota?

a) Semanal b) Cada 15 dias c¢) Cada mes d) Otros
6.- ¢En qué lugar su mascota realiza sus necesidades fisioldgicas?
a) Dentro de la casa b) Patio c) Calle

7.- ¢Se lava las manos después de acariciar a su mascota?

Sl NO
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Anexo 2. Formato de consentimiento informado
INFORMACION

¢Queé es 'y como se realiza?

La toma de muestra consiste en recoger una muestra biologica de heces del duefio y su

mascota (Perro).
¢Para que sirve?

Para realizar un estudio microbiologico que aportara informacion atil sobre la presencia de
la enterobacteria Escherichia coli multirresistente y productora de betalactamasas de espectro
extendido.

Es de suma importancia conocer el mecanismo por el cual las bacterias cada vez se vuelven
mas resistentes a antibidticos betalactdmicos, los cuales son los mas utilizados en la

actualidad por el sector salud para el tratamiento de enfermedades infecciosas.

Este proyecto tiene como objetivo de estudio buscar si se encuentra la misma cepa bacteriana
multirresistente en la mascota y en su duefio o se encuentran diferentes cepas; esto debido a
que se ha observado que es posible presentar una correlacion entre cepas que no dafian a un
hospedero como en el caso de las mascotas pero que si pueden dafiar al humano o viceversa

y se pueden trasmitir entre ambos.

Asi tras haber comprendido la informacién recibida doy libremente mi consentimiento para

la recoleccién y procesamiento de la muestra descrita arriba.
NOMBRE:
FIRMA:

LUGAR Y FECHA:
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Anexo 3. Pruebas de identificacion bioquimica de Escherichia coli.

De acuerdo con los criterios de Cowan’s & Steel y de Rodriguez-Angeles se sabe que las

cepas E. coli:

¢+ Muestran un crecimiento aerobio y anaerobio.

¢+ Pueden ser o no moviles

% Fermentan glucosa, lactosa y otros carbohidratos.
%+ Producen &cidos por la fermentacién de glucosa.
¢ Descarboxilan lisina y ornitina

% Convierten el nitrato a nitrito

«» No metabolizan la fenilalanina, ni la urea.
PRUEBAS BIOQUIMICAS

>Agar triple azucar hierro (TSI agar)

USO: Medio empleado para la identificacion de enterobacterias, en base a la fermentacion
de los hidratos de carbono: glucosa, lactosa y sacarosa, y a la produccion de &cido sulfhidrico
H,S.

FUNDAMENTO: En este agar se determina la capacidad de un microorganismo para atacar
los hidratos de carbono (glucosa, lactosa y/o sacarosa), con produccion o no de gas CO, Yy
H,, junto con la produccion o no de acido sulfhidrico (H,S) (MacFaddin, 2013).

FORMULA: en gramos por litro

Extracto de carne 3.0gr
Pluripeptona 20.0 gr
Cloruro de Sodio 50q0r
Lactosa 10.0 gr
Sacarosa 10.0 gr
Glucosa 1.0gr
Sulfato de hierro y amonio 0.2 gr
Tiosulfato de sodio 0.2 gr
Rojo de fenol 0.025 gr
Agar 13.0 gr
pH final 7.3+/-0.2

NOTAS:

>Se siembra haciendo una puncién central hasta el fondo del tubo y estria en superficie.
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> a lectura se efectua después de 18 a 24 horas de incubacion a 37°C. Se lee en dos partes,
la reaccion ocurrida en la superficie del medio corresponde al numerador (parte aerobia) y la
ocurrida en la profundidad corresponde al denominador (parte anaerobia). La acidez se
denomina con la letra A (color amarillo) y la alcalinidad con la K (color rojo).

-Fermentacion de glucosa K/A.

-Fermentacion de glucosa, lactosa y/o sacarosa A/A.
-Produccion de gas: ruptura del medio.

-Produccion de H,S; ennegrecimiento del medio.

-No fermentacion de carbohidratos K/K, la bacteria no utiliza los hidratos de carbono,
produciendo aminas que alcalinizan el fondo y la superficie (Rodriguez-Angeles, 2002).

/ |
/ 7 j

AR K/A K/K K/N AJA
+ +
H,S GAS

Aagar lisina hierro agar (LI1A)

USO: Medio de cultivo utilizado para diferenciar microorganismos, basado en la
descarboxilacion y desaminacion de la lisina y en la produccion de H,S.

FUNDAMENTO:

En el agar LIA se determina la capacidad de un microorganismo para atacar el aminoécido
lisina al descarboxilarlo o desaminarlo, la fermentacion de glucosa, la produccion de gas
(C0,), junto con la produccion o no de H,S (MacFaddin, 2003).

FORMULA: en gramos por litro

Ppetona de gelatina 5.0qr
Extracto de levadura 3.0qr
Glucosa 1.0gr
Lisina 10.0 gr
Citrato de hierro y amonio 0.5¢gr
Tiosulfato de sodio 0.04 gr
Purpura de bromocresol 0.02 gr
Agar 15.0 gr

pH final 6.7 +/-0.2
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NOTAS:

>Sembrar con asa recta, por doble picadura hasta el fondo del tubo al principio y final del
pico de flauta y se realiza una estria en la superficie del mismo.

>La lectura se efecta después de 18 a 24 horas de incubacion (48 horas si es necesario) a
37°C. Se lee un quebrado, en donde la reaccion ocurrida en la superficie del medio
corresponde a la parte aerobia (numerador) y la ocurrida en el fondo a la parte anaerobia
(denominador). La acidez se denomina con la letra A (color amarillo) y la alcalinidad con la
letra K (color purpura).

-Fermentacidn de glucosa K/A, la bacteria no ataca el aminoécido.
-Descarboxilacion de la lisina K/K.

-Desaminacion de a lisina R/A.

-Produccion de gas: ruptura del medio.

-Produccion de H,S: ennegrecimiento del medio (Rodriguez-Angeles, 2002).

I H “ I
R/A K/K K/K K/A
+
H,S

Agar citrato de Simmons

USO: Medio de cultivo utilizado para la identificacion de enterobacterias y para su
diferenciacion en base a la capacidad de usar al citrato como Unica fuente de carbono y
energia.

FUNDAMENTO: Normalmente el metabolismo del citrato comprende una condensacion de
acetilo con la coenzima A y oxalacetato para entrar en el ciclo de Krebs. EI medio utilizado
contiene también sales de amonio inorganicas. Un organismo capaz de utilizar el citrato como
Unica fuente de carbono también es capaz de utilizar las sales de amonio como Unica fuente
de nitrogeno (MacFaddin, 2003).

FORMULA: en gramos por litro

Citrato de sodio 2.0 gr
Cloruro de sodio 5.0gr
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Fosfato dipotasico 1.0gr
Fosfato monoamonico 1.0 gr
Sulfato de magnesio 0.2 gr
Azul de bromotimol 0.08 gr
Agar 15.0 gr

pH final 6.9 +/- 0.2

NOTAS:

>Sembrar con asa recta, solamente con una estria en la superficie del pico de flauta.
>La lectura se efectla después de 18 a 24 horas a 37°C.

-Cuando no hay cambio de color ni crecimiento se identifica como negativo (-).

-Si no hay cambio de color del medio, pero si hay crecimiento se identifica como [d].

-El indicador de pH es el azul de bromotimol es cual en presencia de alcalinidad vuelve el
medio a un color azul mostrando un resultado positivo (+) (Rodriguez-Angeles, 2002).

L

Agar urea (Christensen medio)

USO: medio utilizado para la diferenciar microorganismos en base a la actividad ureésica.
Por medio de la determinacion de la capacidad de un microorganismo de producir ureasa y
desdoblar la urea, formando 2 moléculas de amoniaco.

FUNDAMENTO: EI sustrato urea es una diseminacion del &cido carbonico, denominada
carbamina. Todas las amidas (RCO — NH,) son rapidamente hidrolizadas. La hidrolisis de la
urea es catalizada por una enzima especifica que es la ureasa, relacionada con la
descomposicion de los compuestos organicos. La ureasa es una enzima constitutiva ya que
la sintetizan ciertas bacterias sin tener en cuenta si hay o no el sustrato urea (MacFaddin,
2003).

FORMULA: en gramos por litro

| Tripteina 1.0 gr
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Glucosa 1.0gr
Cloruro de sodio 5.0gr
Fosfato monopotasico 2.0 gr
Rojo de fenol 0.012 gr
Agar 15.0 gr
pH final 6.8 +/- 0.2

NOTAS:
>Sembrar con asa recta, solamente en la superficie del pico de flauta del tubo.
>La lectura se efectla después de 18 a 24 horas de incubacion a 37°C.

-El indicador de pH es el rojo de fenol, el cual en alcalinidad el medio vira a un color violeta
indicando asi un resultado positivo (+).

-Si el medio no cambia de color nos indica un color negativo (Rodriguez-Angeles, 2002).

;o

Medio M1O (Movilidad, Indol y Ornitina)

USO: Medio utilizado en la identificacién de miembros de la familia Enterobacteriaceae en
base a la movilidad de las bacterias, produccion de indol y actividad enzimética ornitina
descarboxilasa.

FUNDAMENTO: Determinar si el microorganismo es mévil por migracion a partir del lugar
de siembra y se disemina por el medio provocando turbidez.

Las bacterias que poseen la enzima triptofanasa son capaces de hidrolizar y desaminar el
triptofano con produccién de indol, &cido pirtvico y amoniaco. El indol desdoblado de la
molécula de triptofano puede ser detectado cuando reacciona con el grupo aldehido del para-
dimetil-amino benzaldehido del reactivo revelador (reactivo Kovacs).

A demas en este medio se detecta la capacidad de un microorganismo de descarboxilar al
aminoéacido ornitina debido a la accién de la descarboxilacién en un medio acido (Producto
de una previa fermentacion de la glucosa) (MacFaddin, 2003).
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FORMULA: en gramos por litro

Glucosa 1.0gr
Extracto de levadura 3.0qr
Peptona 10.0 gr
Tripteina 10.0 gr
Clorhidrato de L- ornitina 5.0gr
Purpura de bromocresol 0.02 gr
Agar 2.0 gr
pH final 6.5 +/-0.2

NOTAS:

>inocular tubos de este medio insertando una sola vez el asa recta aproximadamente dos
tercios del tubo.

> a lectura se efectla después de 18 a 24 horas de incubacion a 35 +/- 2 °C.

* Efectuar la lectura de movilidad y actividad de descarboxilasa antes de afiadir el reactivo
para la deteccion de produccion de indol.

-La movilidad se indica mediante el crecimiento que se extiende desde la linea de
inoculacién, Los microorganismos no moviles crecen sélo a lo largo de la linea.

-La descarboxilacion de ornitina se indica mediante la visualizacion de un color morado
turbio del medio, por lo tanto, una reaccion ornitina negativa (-) se indica por un color
amarillento en el medio.

-La produccion de indol se indica mediante la generacién de un color rosa a rojo, después de
afiadir 3-4 gotas de reactivo Kovacs a la superficie del medio y agitando suavemente. Una
reaccién indol negativa (-) se indica por la presencia de un color amarillo a la superficie del
tubo (Rodriguez-Angeles, 2002).

/%
y

M) M (+
0 +#) O+

M#)
1(+)
oM

0 ()] 1() I
0() O+
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Medio RM-VP (Rojo de metilo-VVoges Proskauer)

USO: es particularmente util para la clasificacion de enterobacterias ya que determina por
medio de cual via metabolica la bacteria lleva a cabo la fermentacion de la glucosa.

FUNDAMENTO: En el medio de cultivo, la pluripeptina aporta los nutrientes necesarios
para el desarrollo bacteriano y la glucosa es el hidrato de carbono fermentable. La glucosa
puede ser metabolizada por los microorganismos, a través de distintas vias metabolicas.
Segun la via utilizada, se produce &cidos (&cido lactico, acido acético, &cido férmico), o
productos neutros (acetil metil carbinol).

Esta diferencia en el metabolismo, podria ser reconocida por a adicion de un indicador como
el rojo de metilo para revelar la presencia de productos acidos, o por la adicion de alfa naftol
e hidréxido de potasio para evidenciar la presencia de productos finales neutros (MacFaddin,
2003).

FORMULA: en gramos por litro

Pluripeptona 7.0 gr

Glucosa 5.0 gr

Fosfato dipotasico 5.00r
pH final 6.9 +/-0.2

NOTAS:
>Sembrar en caldo con asa recta.
> a lectura se efectla después de 18 a 24 horas de incubacion a 37°C

-Agregar 10 gotas de rojo de metilo al tubo, la aparicion inmediata de un color rojo indica
que la prueba es positiva (+) para RM, pero la aparicion de un color amarillo indic prueba
negativa (-).

-Agregar 10 gotas de KOH al 40% y 5 gotas de alfa naftol al 5%, mezclar fuerte después de
la adicion de cada reactivo, esperar 15 minutos y leer, la aparicién de un color rojo indica
una prueba positiva (+) para VP, la aparicion de un color café o amarillo indica ser negativo
(-) (Rodriguez-Angeles, 2002).

[\
/ ’
RM RM
) *) e
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Aagar fenilalanina

USO: Medio de cutivo utilizado para diferenciar miembros de la familia Enterobacteriaceae,
en base a la presencia de la enzima fenilalanina desaminasa.

FUNDAMENTO: en este medio de cultivo, el extracto de levadura aporta todos los nutrientes
necesarios para el adecuado desarrollo bacteriano.

El aminoéacido fenilalanina es sometido a la desaminacién oxidativa catalizada por la enzima
fenilalanina desaminasa (una flavoproteina), para producir acido fenilpirdvico y amoniaco.
La presencia del &cido fenilpiravico se demuestra con el agregado de cloruro férrico en medio
acido, con el cual se forma un quelato de color verdoso entre el acido fenilpiravico y los
iones Fe3*. El agar es el agente solidificante (MacFaddin, 2003).

FORMULA: en gramos por litro

Extracto de levadura 3.0qr
DL- fenilalanina 2.0 gr
Fosfato disédico 1.0gr
Cloruro de sodio 5.0 gr

Agar 12.0 gr
pH final 7.3+/-0.2

NOTAS: Se determina la capacidad de la bacteria para diseminar el aminoacido feilalanina
en acido fenilpiravico por accion de la enzima fenilalanina desaminasa, esto va a producir
una acidificacion del medio, que se va a poner en manifiesto mediante la aplicacién de cloruro
férrico al 10%, si hay en el acido fenilpirtvico aparece una coloracion verde-azulada, dando
un resultado positivo (+) (Rodriguez-Angeles, 2002).
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ANEXO 4. PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DE E.coli

MUESTRA TSI LIA M I 0 CIT | UREA | FEN RM VP |BACTERIA|
1H AJA+GAS|  KIK NEG NEG POS NEG NEG NEG POS NEG E. coli
1P AIA KIA NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
1P* A/A+GAS  KIK POS POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
2H A/A+GAS|  KIK POS POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
2P AIA KIK POS POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli

2H*
3P AIA K/IK NEG POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
3H AIA KIK NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
5H* AIA KIK NEG POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
6H*
7H AIA K/IK NEG POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
7P* AA+GAS|  KIK NEG POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
8H K/K KIK NEG POS NEG POS NEG NEG NEG NEG
8H* A/A+GAS  KIK POS POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
9P AIA KIK POS POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
9p* AA+GAS  KIK NEG POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
12H* AIA KIK POS POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
12P2* AA+GAS|  KIK NEG POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
13P* A/A+GAS  KIK NEG POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
17H A/A+GAS  KIK NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG E. coli
17P1 AA+GAS KK NEG POS POS NEG NEG NEG POS NEG E. coli
17P3 AJA+GAS|  KIK NEG POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
18H AIA+GAS|  KIK POS POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG E. coli
18P AIA+GAS|  KIK NEG POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
9P > AA+GAS  KIK POS POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
20H AIA K/K NEG POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
20H* A/A+GAS|  KIK POS POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
20 P~ A/A+GAS|  KIK POS POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
20 P2* AIA KIK NEG POS NEG NEG NEG NEG POS NEG
21H A/A+GAS|  KIK NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
21P AJA+GAS  KIK NEG POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
23P A/A+GAS|  KIK NEG POS POS NEG NEG NEG POS NEG E. coli
24H ANA+GAS  KIK NEG POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
26P AA+GAS  KIK POS POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
27H
27P AIA [K/IK+GAS| POS POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
29 H* AJA+GAS  KIK POS POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
3P~ A/A+GAS|  KIK NEG NEG POS NEG NEG NEG POS NEG E. coli
32H AIA KIK POS POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
34P* AA+GAS  KIK POS POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
36P AJA+GASKIK +GAS| NEG POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
37P AJA+GAS  KIK POS POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
PRUEBAS BIOQUIMICAS DE PAREJAS

MUESTRA TSI LIA M I o CIT | UREA | FEN RM VP |BACTERIA|
1H AA+GAS|  KIK NEG NEG POS NEG NEG NEG POS NEG E. coli
1P AIA KIA NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
2H AA+ | KK POS POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli

GAS
2P AIA KIK POS POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
3P AIA KIK NEG POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
3H AIA KIK NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
12H* AIA KIK POS POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
12P2* AA+GAS  KIK NEG POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
17H AA+GAS|  KIK NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG E. coli
17P1 AJA+GAS  KIK NEG POS POS NEG NEG NEG POS NEG E. coli
17P3 A/A+GAS|  KIK NEG POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
18H AA+GAS  KIK POS POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG E. coli
18P AJA +GAS|  KIK NEG POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
20H* AA+GAS|  KIK POS POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
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20 P* A/A +GAS|  K/IK POS POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli

20 P2* AIA K/IK NEG POS NEG NEG NEG NEG POS NEG
21H A/A + KIK NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli
GAS
21P A/A + K/IK NEG POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli

GAS

27TH
27P A/A  [KIK+GAS| POS POS NEG NEG NEG NEG POS NEG E. coli

TSI: Agar Hiero Triple Azlcar K/K (No fermentacion de carbohidratos) A/A (Fermentacion de glucosa, lactosa y/o sacarosa) +GAS (Produccion de
gas en el medio) -LIA: Agar Hierro Lisina K/K (Descarboxilacion de lisina) -CIT: Citrato -M10: Movilidad Indol Ornitina -FEN: Fenilalanina -MR-
VP: Rojo de Metilo-Voges Proskauer —Urea. (*) Cepas que corresponden al muestreo del segundo periodo.

NO IDENTIFICADA COMO E. coli

NO FUE VIABLE

PRESENTO CONTAMINACION
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