BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS DE ENTEROBACTERIAS AISLADAS DE
RUMIANTES SILVESTRES BAJO CUIDADO HUMANO.

TESIS PROFESIONAL
PARA OBTENER EL GRADO DE
MEDICO VETERINARIO Y ZOOTECNISTA
Presenta

ANDREA BERMEJO RESENDIZ

Director de Tesis
M. en C. CARLOS GERARDO CASTILLO SOSA
Codirector de Tesis
M. en B. JOSE ROBERTO BAEZ PARADA
Asesor de Tesis

MPA. JOSE ANTONIO DiAZ REYNA

Tecamachalco, Puebla. Enero 2025






DEDICATORIAS.

A los pilares de mi existencia, aquellos que me han dado todo sin esperar nada a
cambio. A quienes me han ensefiado con amor y paciencia. Esta dedicatoria es un
tributo a la FAMILIA, su inquebrantable apoyo y a la profunda gratitud que les tengo
en mi corazon, especialmente a mis padres MIRNA RESENDIZ S. y DAVID DE
JESUS BERMEJO A. de quienes siempre recibi el apoyo incondicional para seguir
adelante.

A EDMUNDO GONZALES C. y ANGELICA RAMIREZ L. mis compafieros de risas
y lagrimas, quien comparte conmigo los momentos mas memorables, desafios
dificiles y amistad sincera.

A KALA y todos aquellos compaiieros peludos, quienes han llenado mi vida de
alegria, amor incondicional y momentos inolvidables. Aquellos que han dejado
huellas imborrables en mi corazén. Que esta dedicatoria sea un pequefio homenaje
a su fiel amistad y al profundo vinculo que compartimos, que trasciende el tiempo y
el espacio.

Que este pequefio gesto personal en agradecimiento a mi resiliencia , que sea un
recordatorio de cuanto significan para mi, y la gratitud que llevo en mi corazén por

tenerlos en mi vida.

A quienes han compartido su experiencia y conocimientos para guiarme a través
del laberinto de la academia. A mis mentores M. C. CARLOS GERARDO CASTILLO
SOSA, M. en B. JOSE ROBERTO BAEZ PARADA Y MPA JOSE ANTONIO DIAZ
REYNA cuyo apoyo ha sido fundamental en mi camino. Esta dedicatoria es un

testimonio de mi profundo agradecimiento por su compromiso y dedicacion.



Contenido

Il RESUMEN. ...ttt ettt bbb 1
1. INTRODUGCCION ...ttt ettt nns 3
LOS ZOOLOGICOS Y LA RAM EN EL MARCO DE “UNA SALUD”............cccoooevennnene 4
IMPORTANCIA DE LAS ENTEROBACTERIAS
Microbioma y MiCrobiota..........cccveiriiiriii s
DEFINICION ...ttt bbbttt 6
MICROBIOTA DE LOS RUMIANTES SILVESTRES BAJO CUIDADO HUMANO ......... 6
ENTEROBACTERIAS COMO PATOGENOS COMUNES ............ccoooommmmmrrrereerneeereeseennnnns 7
Patogenos comunes en RUMIBNEES ... 8
KIBDSIBIIA..........ooveeeer ettt 9
ESCREIICRIA COlii ...ttt 9
SOITALIA ...ttt
Salmonella
Shigella........
PrOtOUS VUIGAIIS ...ttt ettt ettt ettt eean 11
CHFODACTEN ...ttt 12
RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS ..........ccooorieieinrreecieieie et 12
Introduccion a 1a RESISENCIA..........covueueuiiiiccc s 12
Impacto en Salud Publica y Veterinaria...........cccoeivrinneinciniice e 13
MECANISMOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS..........o.coooooereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenene 14
Conceptos de Multirresistencia, Resistencia Extrema y Panresistencia bacteriana ... 18
LOS ANTIBIOTICOS Y ANIMALES SILVESTRES..........cco.cooovnreeeceeeereeeeeeeeeeeessseeeseeesons 18
Manejo y Prevencién
EVALUACION DE SUSCEPTIBILIDAD IN VITRO..........ccccoeiiinrciereienneeicereesenne 20
Método de difusion €N diSCO.........ccvvviririeieueiiiriee e 21
ANTECEDENTES ........coooieeceee ettt ettt ettt 22
JUSTIFICACION ...ttt bbbt 23
OBJETIVO GENERAL ........cootiitiieieirtccetes ettt 24
OBJETIVOS ESPECIFICOS ..........c.ccoiirieieieieirnecteieies sttt 24
HIPOTESIS ...ttt 25

MATERIAL Y METODOS. .........ooonriierrieinnesisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 25



AISLAMIENTO ..ottt iError! Marcador no definido.

F ] E= 10 11T o (o T OO ORIt 27
PRUEBAS DE SENSIBILIDAD IN VITRO..........ooooiiiieeeeeeeeeereee e 29
RESULTADOS ...ttt ettt ettt et esaeseeseebeebeeseesessesensensensens 29

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE CEPAS DE ENTEROBACTERIAS A PARTIR
DE MUESTRAS RECTALES DE RUMIANTES SILVESTRES BAJO CUIDADO

HUMANO ...ttt iError! Marcador no definido.
DISCUSION ...ttt ettt ettt bbbttt ene 33
CONCLUSIONES ..ottt ettt 38
BIBLIOGRAFIA

INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1.Principales mecanismos de resistencia a los antibiéticos......... 17

FIGURA 3. Toma de muestra rectal en Oryx (Oryx gazella) de 1 mes de

FIGURA 4. Toma de muestra rectal en Ciervo rojo (Cervus
@IAPRAUS)..... ... 24
FIGURA 5. Toma de muestra en Borrego doméstico (Ovis orientalis aries)..24

FIGURA 6. Muestras de Wapiti (Cervus canadensis) sembradas en medio

MaCCONKEY ... ..o e 25
FIGURA 7. Muestras en medio TSA de lado derecho................................. 25
FIGURA 8. Pruebas bioquimicas en medio TSI, MIO y SIMMONS................ 25

FIGURA 9. Sensidiscos incubados...................coooiiiiiiiiiii e 26



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Ejemplo de bacterias que habitan en el tracto gastrointestinal...... 7

Tabla 2. Principales caracteristicas de la resistencia natural y la resistencia

AAQUITIA. ... e 14

Tabla 3. Tabla de enterobacterias identificadas, resultado de las pruebas
BIOQUIMICAS. ... 27
Tabla 4. Resultados de los antibiogramas realizados y clasificado en cepas
sensibles (S), intermedias (I) o resistentes (R), de acuerdo con los puntos del
corte del CLSI 2023....... ... 28
Tabla 5. Porcentaje de resistencia a los antibiéticos con respecto a los
resultados encontrados.............. ..o 29
Tabla 6. Porcentaje de resistencia por familia de antibioticos de las cepas

HAENEIfICAAAS....... ... 29
Tabla 7. Cepas consideradas MDR por la cantidad de cepas resistentes a cada
GEUPO .. .ottt ses s st s s s 88888888 32






RESUMEN.
Los antimicrobianos son cruciales para tratar infecciones en humanos y animales,
pero su uso excesivo puede generar resistencia en los microorganismos, lo que
representa un riesgo para la salud publica y ambiental. La resistencia antimicrobiana
(RAM) es una prioridad ya que podria afectar la salud futura. Los zooldgicos y
parques de animales juegan un papel relevante en la investigacion y conservacion
de la salud animal y pueden contribuir a la iniciativa de Una Salud en temas de
enfermedades infecciosas y la RAM. Las enterobacterias, presentes en el
microbiota entérico, pueden servir como indicadores Utiles de resistencia debido a
su capacidad de reflejar rapidamente cambios en los perfiles de resistencia tras la
exposicion a antibioticos. El objetivo de este trabajo fue determinar la susceptibilidad
in vitro de cepas de enterobacterias aisladas de rumiantes silvestres bajo cuidado
humano. Entre septiembre y octubre de 2023, se obtuvieron 22 muestras por
hisopado rectal en animales seleccionados, criados en el Zooldgico de los
Animalitos, ubicado en la ciudad de Tehuacan, Pue. Se aislaron e identificaron por
pruebas bioquimicas estandar y se realizé la prueba de difusiéon en disco para
conocer el perfil de susceptibilidad a amikacina, ampicilina, carbencilina,
cloranfenicol, cefalexina, gentamicina, trimetoprim/sulfametoxazol, netilmicina,
norfloxacino y ciprofloxacino. Las pruebas de susceptibilidad in vitro mostraron
porcentajes altos de resistencia a los antibiéticos betalactamicos: ampicilina 100%
(18/18), carbenicilina 88% (16/18), cefalotina 83.3% (15/18) y cefalexina 44.4%
(8/18). Para los aminoglucésidos, se encontré: amikacina 38.95% (7/18),
gentamicina 16.7% (3/18) y netilmicina 16.7% (3/18). En las quinolonas evaluadas
se hall6 para ciprofloxacino y norfloxacino 16.7% (3/18). En este trabajo se encontré
que el 44.4% (8/18) de las cepas aisladas se consideran MDR. La resistencia a
antibidticos representa un reto prioritario en todas las agendas de las instancias de
salud en el mundo. Este trabajo reporta los patrones de resistencia in vitro en
animales silvestres bajo cuidado humano mostrando que existen bacterias MDR en

tales animales y que existen niveles de resistencia variables a las diversas familias



de antibidticos, lo cual sugiere la posibilidad de una transferencia de genes de
resistencia entre el microbiota de estos animales y la microbiota de humanos.

Palabras clave: cérvidos, fauna, resistencia, tratamiento, microbioma.



1. INTRODUCCION
La OMS define a la resistencia antimicrobiana (RAM) como aquella que se produce
cuando los microorganismos (bacterias, hongos, virus y parasitos) sufren
modificaciones estructurales al verse expuestos a los antimicrobianos, lo que
provoca que los medicamentos se vuelvan ineficaces y las infecciones persistan. En
1980 se declaré un tema prioritario a nivel mundial y desde entonces el numero de
cepas multirresistentes identificadas han ido en continuo aumento (Lugo-Zamudio &
Curefio-Diaz, 2023).
En el ambito de la Medicina Veterinaria, la terapia con antibidticos se considera en
diversas areas de accion, los cuales muchas veces en forma de desecho llegaran a
residuos que pueden tener diferentes destinos: suelo, drenaje, aguas superficiales
o subterraneas que alteran los ecosistemas de los animales silvestres dando un
enfoque para investigar la resistencia a los antibiéticos, incluidas evaluaciones de
resistencia en fuentes ambientales como: suelos, agua y animales silvestres (Ramey
& Ahlstrom, 2020a) .
Los zooldgicos desempefian un papel importante en la investigacion de la salud
animal, estos nos pueden generar conocimiento sobre asuntos de salud publica,
incluidas las enfermedades infecciosas zoondticas y la RAM, y por lo tanto son una
buena plataforma para implementar la Iniciativa de Una Salud (Robinette et al.,
2017).
Dado que mas del 70% de las infecciones emergentes se pueden originar en
animales domésticos y especialmente en vida silvestre, y esto puede desempenar
un papel importante en la deteccidon temprana de enfermedades emergentes (Vale
et al., 2020a).
Una forma de vigilar y estudiar la RAM dentro de los zooldgicos es monitorear la
microbiota comensal de los animales, pues esta compuesta por bacterias de la
familia Enterobacteriaceae, la cual es intensamente estudiada por su abundancia y
capacidad de intercambiar material genético, incluyendo genes que codifican la
RAM (Eliopulos A., 2018) En ese ambito, las enterobacterias pueden utilizarse como
especies indicadoras ya que son comunes en el microbiota entérico de humanos y

animales, pueden ser aislados facilmente de las heces y pueden reflejar los niveles



de resistencia antimicrobiana de fondo en una poblacion de las enterobacterias
reflejan rapidamente los cambios en los perfiles de resistencia de las bacterias
intestinales causados por la exposicion a antibiéticos (Dobiasova et al., 2013a)

Las bacterias comensales constituyen un reservorio de genes de resistencia para
bacterias patéogenas y el medio ambiente esto proporciona un indicador de la
presién de seleccion ejercida por el uso de antibidticos (Frank et al., 2021)

Las enterobacterias forman parte de la microbiota de los rumiantes que colonizan el
tracto gastrointestinal (TGI) desempefando funciones importantes en el
microorganismo (Simbiosis), aunque algunas enterobacterias suelen ser patégenas
y pueden causar enfermedades (Disbiosis) (Vale et al., 2020a). La disbiosis es un
desequilibrio de estas bacterias que conforman la microbiota, esta puede ser
causada por una afectacion al ecosistema microbiano, la cual tiene importancia en
el desarrollo de las enfermedades, ya que esta altera su patogenicidad y
proliferacion, poniendo en juego al sistema inmune, absorciéon de nutrientes y
metabolismo (Eliopulos A., 2018) .

Actualmente distintos géneros de Enterobacterias se consideran un problema de
salud publica a nivel mundial, existiendo estudios que resaltan la resistencia a
practicamente todos los fArmacos disponibles contra estas y otras Gram negativas
(Ramey & Ahlstrom, 2020a). Las enterobacterias pueden adquirir genes de
resistencia que codifican para la produccion de betalactamasas, lo que les confiere
resistencia a estos antibidticos incluyendo las betalactamasas de espectro
extendido (BLEES s)(Eliopulos A., 2018).

Los zoolégicos y la RAM en el marco de “Una Salud”

La Asociacion Mundial de Zoolégicos y Acuarios (WAZA) sostiene que el "propdsito
central" de los zoologicos modernos es practicar la conservacion y que también
deben mantener su "prioridad central" hacia el bienestar animal (Clay & Visseren-
Hamakers, 2022).

Los zoolégicos y parques de animales desempefian un papel importante en la
investigacién y conservacion de la salud animal, esto puede ofrecer valiosas

perspectivas sobre temas de salud publica, incluidas las enfermedades infecciosas



zoonoticas y la resistencia antimicrobiana (RAM), por lo que representan una buena
plataforma para implementar la Iniciativa de Una Salud, definido como la
colaboracion entre disciplinas para mejorar la salud de los humanos, los animales y
el medio ambiente (Ahmed et al., 2007). De hecho, dado que mas del 70% de las
infecciones emergentes provienen de animales, especialmente de la fauna silvestre,
los zooldgicos y hospitales de vida silvestre pueden desempefiar un papel crucial
en la deteccion temprana de enfermedades emergentes, si se implementa una
vigilancia adecuada (Vale et al., 2020b). Para investigadores, profesionales y
estudiantes, la colaboracién entre zooldgicos e instituciones de salud publica ofrece
la oportunidad de ensefar y poner en practica el enfoque transdisciplinario Una
Salud debido a que el uso de antibidticos es el principal impulsor de la propagacion
de la RAM en todo el mundo, es razonable suponer que la propagacién de la RAM
desde los humanos y los animales domésticos hacia los huéspedes silvestres y el
medio ambiente es proporcional al nivel de actividades humanas, especialmente
aquellas relacionadas con el cuidado de animales (Lescat et al., 2013). Baldy-
Chudzik y Stosik 2003 reportaron una relacién significativa entre la prevalencia de
resistencia antimicrobiana y el origen filogenético en aislamientos de E. coli
comensales de varios mamiferos examinados en un zooldgico. Aunque los animales
del zooldgico fueron ocasionalmente tratados con antimicrobianos, no se ha
examinado como el tratamiento antimicrobiano en estos animales influye en la
presencia de aislamientos de E. coli resistentes a antimicrobianos (Baldy-Chudzik &
Stosik, 2007). El origen de la resistencia antimicrobiana en la vida silvestre es
relevante para la salud humana debido a la creciente importancia de las
enfermedades zoondticas y, como ya se menciond anteriormente, la necesidad de
predecir patdégenos resistentes emergentes, asimismo, los animales silvestres
proporcionan un mecanismo biolégico para la propagacion de genes de resistencia
a los antibidticos. (Radhouani et al., 2014a).

En teoria, los animales salvajes no son tratados con antibiéticos, pero su asociacion,
tanto directa como indirecta, con humanos, ganado, animales domésticos o
entornos urbanizados, su capacidad de moverse facilmente a través de gradientes

ambientales de humanizacion (desde escenarios pristinos naturales agroforestales



hasta escenarios altamente humanizados), puede mejorar su contacto con agentes
selectivos, con comensales de humanos y otras especies, asi como con bacterias

resistentes (Torres et al., 2020).

Importancia de las enterobacterias

Microbioma y microbiota
El término microbioma abarca la gama completa de microorganismos, incluyendo

enterobacterias, arqueas, virus y hongos; es decir, los microorganismos
pertenecientes a un ecosistema determinado, por otra parte, el término microbiota
es mas restrictivo e incluye a los grupos de microorganismos comensales,
simbidticos y patdgenos que se encuentran en un habitat especifico (Borrego-Ruiz
& Borrego, 2024)

Definicion

Las enterobacterias son una familia grande y diversa de bacilos gramnegativos,
cuyos miembros son tanto de vida libre como parte de la microbiota autéctona de
humanos y animales; algunas estdn adaptadas estrictamente a los humanos,
crecen con rapidez en condiciones aerobicas o anaerdbicas y son metabdlicamente
activas (Sherris & Ryan, 2024).

La simbiosis de los microorganismos participa en la metabolizacién de los productos
alimentarios, proporcionando factores esenciales para el crecimiento, protege frente
a las infecciones provocadas por gérmenes de alta virulencia y estimula la respuesta

inmunitaria (Murray et al., 2005).

Microbiota de los rumiantes silvestres bajo cuidado humano

El microbioma intestinal de los vertebrados ha sido objeto de investigacioén intensa,
ya que suele estar compuesto por comunidades microbianas muy densas y

diversas, que realizan un conjunto critico de funciones vitales del hospedador como:



la extraccion de nutrientes, el metabolismo y la sintesis de macromoléculas,
hormonas y la regulacion de los neurotransmisores, y de manera adicional es facil
de muestrear mediante la recoleccion de heces (Rowland et al., 2018).

Diversos estudios documentan la influencia de la cautividad en la composicién del
microbiota fecal en animales, resultando en una reduccién de la diversidad
microbiana en comparacién con las poblaciones en libertad, esto se asocia con
modificaciones extremas, principalmente debido a cambios en la alimentacion,
habitats restringidos, interacciones sociales limitadas y alta exposicién a antibiéticos
(Pacheco-Torres et al., 2023). Estas alteraciones en el microbiota causadas por la
cautividad tienen un impacto negativo en la salud y el rendimiento reproductivo de
las poblaciones de cérvidos, también afectan la supervivencia de individuos
reintroducidos en la naturaleza, si el microbiota compromete las funciones
digestivas o inmunoldgicas del hospedador en el entorno (McKenzie et al., 2017).
Carthey et al. indicaron que estas alteraciones estan relacionadas con la pérdida de
comunidades microbianas asociadas a una especie, lo cual impacta a los individuos
nacidos bajo estas condiciones, resultando en una pérdida gradual de diversidad y
en menores oportunidades de adquirir un conjunto diverso de microbios (Carthey et
al., 2020).

Enterobacterias como patégenos comunes

Dentro del grupo de las enterobacterias (microorganismos entéricos) solamente el
1% de ellas producen enfermedades, los géneros de esta familia con importancia
médica son: Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, Serratia,
Shigella y Yersinia (Guerrero Z. et al., 2007). Algunos ejemplos de enterobacterias
que se pueden encontrar en tracto gastrointestinal se encuentran enlistadas en la
tabla 1.

Tabla 1. Ejemplo de bacterias que habitan en el tracto gastrointestinal.

Gram - Especies Enterobacter
‘ Escherichia coli
‘ Especies Klebsiella
‘ Especies Proteus



Especies Psudomonas
Gram + Especies Staphylococcus
Streptococcus viridians
Especies Enterococcus
Organismos anaerobios Especies Bacteroides
Especies Clostridium
Especies de Lactobacillus
Otros Especies Actinomyces

Modificado de Richard A. Harvey 2020 (18).

Muchas enterobacterias son ubicuas, encontrandose muy difundidas entre los
animales y la naturaleza, pudiendo causar enfermedad en el hombre y los animales
como es el caso de Salmonella; otras, aunque bien adaptadas al medio ambiente
son patdégenas humanos exclusivos, por ejemplo: Vibrio cholerae y por ultimo otras
se encuentran bien adaptados a su huésped, como, por ejemplo, Shigella. (Pérez
D., 1998).

Algunos de estos bacilos Gram negativos poseen atributos de virulencia bien
definidos, comportandose como patdgenos primarios e.g. Yersinia pestis,
Salmonella typhi, responsables de la Peste y la Fiebre Tifoidea respectivamente.
Otros tales como Acinetobacter y Pseudomonas producen infecciones oportunistas
(Thaller M., 2008).

La infecciébn por estas bacterias es frecuente, las cuales han producido
betalactamasas de espectro extendido (BLEEs especialmente en individuos
hospitalizados o inmunodeprimidos que han recibido tratamiento antibiético, los
cuales son ahora resistentes a varias clases importantes de antimicrobianos (Puerta-
Garcia & Mateos-Rodriguez, 2010)

Los patdégenos asociados con diarrea incluyen bacterias (Shigella, Salmonella,
Campylobacter, Vibrio, E. coli diarrogénica, Aeromonas, Yersinia, entre
otros(Riveros M. & Ochoa T., 2015).

Patégenos comunes en Rumiantes



El microbioma intestinal de los rumiantes tiene muchas especies microbianas que
juegan un papel importante en la salud. Estos microbios son esenciales para la
fermentacion de la materia vegetal consumida que se convierte en energia para el
hospedero, un caso relevante es el caso de los bovinos pues estos transportan de
forma asintomatica especies bacterianas como: como Escherichia coli,
Campylobacter spp., Salmonella spp. y Listeria spp. que pueden ser transmitidas a
la fauna silvestre, provocando enfermedades (Pacheco-Torres et al., 2022).

Las lesiones causadas por cepas de la familia Enterobacteriaceae se asocian a
abscesos, neumonia, meningitis, septicemia, y en infecciones de heridas, tracto
urinario e intestino, en este Ultimo como productores de diarrea (Stanchi et al.,
2010).

Klebsiella

Klebsiella pneumoniae es una bacteria de forma bacilar, gramnegativa, anaerobia
facultativa, inmovil y usualmente encapsulada, ampliamente esparcida en el
ambiente, y presente de manera especial en las superficies mucosas de mamiferos
(Maria et al., 2010).

K. pneumoniae es un conocido patégeno que afecta primordialmente a individuos
inmunosuprimidos y en particular a los recién nacidos hospitalizados en unidades
neonatales, dentro de las infecciones causadas por este agente esta la bacteriemia
o infeccion del torrente sanguineo, neumonia, infeccion urinaria, de herida
quirargica y de tejidos blandos, enterocolitis, meningitis, conjuntivitis, absceso renal,
endocarditis y bacteriemia asociada a catéter, entre otra (Hoyos-Orrego A, 2007).
Una caracteristica muy importante de K. pneumoniae es su alta resistencia a los
antibioticos betalactamicos, principalmente por la produccion de betalactamasas,
enzimas que hidrolizan dichos medicamentos, entre las cuales las de mayor interés
son las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y las carbapenemasas (Maria
et al., 2010).

Escherichia coli
Escherichia coli es un bacilo gram negativo, anaerobio predominante en la flora

intestinal humana, usualmente se mantiene de forma inocua y confinado al lumen



intestinal, sin embargo, las infecciones debidas a clones de E. coli patogénicos
pueden limitarse a superficies mucosas o pueden diseminarse en todo el cuerpo,
dentro de las infecciones mas frecuentes originadas por E. coli se encuentran las
enfermedades entéricas y diarreas (Canata et al., 2016).

Las enfermedades intestinales suelen transmitirse por via fecal/oral, los alimentos
y el agua contaminada actuan como vehiculo de contagio. Se han identificado al
menos cinco enfermedades intestinales que difieren en los mecanismos patégenos,
las cepas de E. coli entero téxicas (ETEC), entero invasivas (EIEC) y entero
adherentes (EAEC son basicamente el mismo organismo, y solo difieren por la
adquisicion de caracteristicas patdégenas especificas (Harvey et al., 2008).

Serratia
Serratia marcescens es un bacilo aerobio Gramnegativo de la familia

Enterobacteriaceae, que clasicamente habia sido considerado una bacteria
saprofita; sin embargo, en los ultimos 60 afios se ha convertido en un agente de
gran relevancia clinica, responsable de brotes nosocomiales, provocando una gran
diversidad de infecciones como: neumonia, infeccion de vias urinarias, infeccion de
heridas quirdrgicas, meningitis, endocarditis y sepsis esta se encuentra en la flora
intestinal del hombre y los animales, en el medio ambiente y en reservorios como
agua, caferias, llaves, en insumos hospitalarios como jabones y antisépticos
(Rodriguez-Palacios et al., 2016).

Miembros del género Serratia, causan infecciones en humanos, animales, e
insectos, hay 14 especies y 2 subespecies reconocidas en el género, S.
entomophila, S. ficara, S.glossinae, S grimesii, S. liquefaciens, S. maercescens
subsp. S. nematodiphila, S. odorfera, S. plymuthica, S. proteamaculans, S.

quinivorans, S. rubidaea, S. ureilytica (Nacional Rosario et al., 2014).

Salmonella

Salmonella es un bacilo Gram negativo que se comporta como patégeno intracelular
facultativo, se divide en dos especies Salmonella bongori y Salmonella entérica,
tomando en cuenta sus caracteristicas bioquimicas generales. Esta ultima se

subdivide en seis subespecies: entérica, salamae, arizonae, diarizonae, indica y
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houtenae; las salmonelas de mayor importancia médica pertenecen a las
subespecies entérica y arizonae, son consideradas serovares. Por lo que la

nomenclatura que se estd manejando actualmente es Salmonella entérica serovar

Typhi, S. enterica serovar Paratyphi, S. enterica serovar Typhimurium (Marcela et
al., 2005)

Estos microorganismos que se hallan ampliamente distribuidos en la naturaleza se
encuentran en el tracto gastrointestinal de los mamiferos domésticos y salvajes, los
reptiles, las aves y los insectos. Se trata de comensales eficaces y también
patégenos que producen un espectro de enfermedades en el hombre y los animales
(Durango M. & Salim J., 2002)

Shigella

Shigella es un bacilo gramnegativo, pequefio, inmavil, no capsulado, que pertenece
a la familia Enterobacteriaceae, se clasifica en 4 grupos, AB,C y D que
corresponden a Shigella dysenteriae (S.dysenteriae), Shigella flexneri (S.flexneri),
Shigella boydii y Shigella sonnei (S.sonnei), respectivamente mas del 75% de las
infecciones (Gonzalez-Torralba & Alds, 2015).

Por el contrario, S. dysenteriae expresa una toxina y causa epidemias de disenteria
en entornos abarrotados con malas condiciones sanitarias e higiene. La shigelosis
se caracteriza por la invasion bacteriana del epitelio intestinal humano, que puede
dar lugar a una variedad de manifestaciones clinicas, que incluyen diarrea acuosa

o sanguinolenta, fiebre y dolor abdominal (Miles et al., 2024).

Proteus vulgaris

Los géneros Proteus pertenecen a la familia Enterobacteriaceae y los
microorganismos de estos géneros cumplen con la definicion de dicha familia. Son
ubicuos, estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, en el suelo, en el agua,
en alimentos contaminados y forman parte del microbiota habitual del intestino del
hombre y de los animales. Se los relaciona principalmente con infecciones del tracto
urinario. Se considera que, al alcalinizar la orina, por hidrolisis de la urea, actian

como promotores de litiasis generando una obstruccién de las vias urinarias por
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calculos que sirven como nichos para la persistencia de la infeccion. Se aislan del
suelo, agua, del intestino del hombre y de numerosas especies animales (ratas,
perros, gatos, bovinos, porcinos, pajaros, reptiles). En la naturaleza estas bacterias
juegan un rol importante en la degradacion de la materia organica de origen animal
(Predari, 2016)

Citrobacter
El género Citrobacter es un grupo de bacilos gramnegativos aerobios que se

encuentran frecuentemente en el agua, suelo, comida y el tracto intestinal de
animales y humanos. Se sabe que estos microorganismos pueden producir
infecciones importantes, especialmente en huéspedes inmunocomprometidos (V.
Meseguer Ruiz, 2002).

Se encuentran en las heces de los seres humanos y algunos animales; son
habitantes intestinales normales. A veces son patégenos y suelen aislarse de
muestras clinicas como patdégenos oportunistas. También se pueden encontrar en

el suelo, el agua, las aguas residuales y los alimentos (Frederiksen, 2015).

Resistencia a los antimicrobianos
Introduccion a la Resistencia

La resistencia a los antimicrobianos describe la resistencia a agentes
antibacterianos, virales, parasitarios y fungicos. Es un proceso complejo: en su
forma més simple, la RAM ocurre cuando los microorganismos patégenos cambian
después de haber sido expuestos a un medicamento antimicrobiano, el tratamiento
se vuelve ineficaz debido a estos cambios y las infecciones persisten en el cuerpo,
lo que puede aumentar la propagacién a otras personas. La resistencia a los
antibidticos es probablemente la forma mas importante de RAM porque
probablemente causa la mayor mortalidad y morbilidad en todo el mundo (Moore,
2019).

Se entiende por tanto, como resistencia: al mecanismo mediante el cual la bacteria
puede disminuir la accion de los agentes antibitticos, desde el punto de vista clinico

se considera que una bacteria es sensible a un antibacteriano cuando la
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concentracion de este en el lugar de la infeccidn es al menos 4 veces superior a la
concentracion inhibitoria minima (CIM). Una concentracién por debajo de la CIM
califica a la bacteria de resistente y los valores intermedios como de
moderadamente sensibles. Los conceptos de sensibilidad y resistencia son
absolutamente relativos y dependen tanto del valor de la localizacion de la infeccion
como de la dosis y vias de administracién del antibidtico (Fernando et al., 2003)

Un peligro adicional de bacterias resistentes a los antibiéticos es que las bacterias
desarrollan mecanismos de resistencia a nuevos antibioticos con mayor rapidez de
lo que se pueden desarrollar esos nuevos antibioticos(39). La resistencia a los
antibioticos es un extraordinario modelo de evolucién biolégica y en el apartado
siguiente se analizaran las distintas estrategias que disponen las bacterias para

hacerse resistentes a estos farmacos (39).

Impacto en Salud Publica y Veterinaria

La resistencia a los antimicrobianos se ha convertido en una inquietud y un desafio
importantes que enfrentan los profesionales de la salud, principalmente debido al
uso incontrolado de antibiéticos, lo que representa serias amenazas para la salud
publica, ya que algunos de estos microorganismos pueden ser patdégenos y también
tener potencial zoonético por la creciente proximidad de los humanos a los animales
salvajes crea oportunidades para la transmision entre especies de bacterias
resistentes entre organismos (Biagioni et al., 2023).

Las interfaces entre humanos, animales y medio ambiente crean posibilidades para
que una u otra poblacién sea un reservorio de bacterias con genes de resistencia a
antibidticos, que pueden diseminarse en cualquier direccion. Se han presentado dos
modelos tedricos que representan la ruta de transmision de resistencia a antibidticos
entre estas interfaces (Dolejska et al., 2016). Una es la transferencia clonal de
bacterias resistentes y la segunda es la transferencia horizontal de genes (THG).
Cada una de estas interfaces tendria niveles de transmision variables de resistencia,
lo que se ha estudiado para comprender la interfaz entre las bacterias resistentes,
el huésped, el medio ambiente y los elementos genéticos méviles (Hoelzer et al.,
2017).
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Los organismos resistentes a multiples farmacos (MDR, por sus siglas en inglés)
son motivo de especial preocupacion. Las bacterias MDR han desarrollado
resistencia a uno o mas de los antibiéticos utilizados para tratarlas. La resistencia a
multiples farmacos en un organismo puede desarrollarse cuando los antibiéticos no
se utilizan adecuadamente (Aslam et al., 2018). Tomar antibiéticos durante un
periodo incorrecto o usar antibiéticos cuando no son necesarios, como en
infecciones virales, puede contribuir al desarrollo de resistencia a multiples farmacos
en un organismo (Rothschild et al., 2018). Las cepas MDR también pueden surgir
como resultado de un mecanismo biolégico que confiere resistencia a multiples
farmacos, debido a que varios genes que confieren resistencia a multiples
antibioticos estan genéticamente vinculados en un cromosoma o plasmido, o0 como
resultado de multiples mutaciones que confieren resistencia a multiples antibidticos

que evolucionan en un huésped (Jacopin et al., 2020).

Mecanismos de Resistencia a antibioticos

Las bacterias por su tremenda capacidad de adaptacién pueden desarrollar
mecanismos de resistencia (tabla 2.) frente a los antibiéticos impidiendo la sintesis
de acidos nucleicos, proteinas, pared o membrana celular, la cual, la transmitira de
forma adquirida si carece de Diana o Target para el antibiético. También puede ser
de manera cromosoémica, la cual esta medida por plasmidos, transposones o

integrones, que pueden pasar de una bacteria a otra (Pérez D., 1998).

Tabla 2. Principales| caracteristicas de la resistencia natural y la resistencia
adquirida.

RESISTENCIA
RESISTENCIA NATURAL ADQUIRIDA
‘ Resistencia propia de Variable. Puede estar
\ cada familia, grupo presente en una cepa
CARACTERISTICAS bacteriano o especie. El bacteriana
sitio de accidn estd habitualmente sensible
ausente o es inaccesible al antibidtico
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Mutaciones en el
cromosoma bacteriano.
MECANISMO DE . . Elementos genéticos
ADQUISICION Genes de resistencia méviles: Plasmidos,

transposones o
integrones.
Vertical (a las células
Vertical (a las células hijas) Horizontal a través
hijas) de elementos genéticos
moéviles

FORMAS DE TRANSMISION

(Trevifio Natalia 2022)(Natalia & Molina, 2022).

Los mecanismos de resistencia son variados, los cuales se describiran en cuatro

mecanismos principales (Figura 1).

I.  Inactivacién del antibiético por enzimas:

Existen bacterias que pueden hidrolizar o modificar un antibiético de manera que
este no pueda llegar a su blanco de accion. La bacteria produce enzimas que
inactivan al antibiético; las mas importantes son las betalactamasas y muchas
bacterias son capaces de producirlas en especifico las Gram negativas. Estas
enzimas son capaces de inactivar a los antibidticos betalactamicos (penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos y carbapenemicos). En los Gram positivos suelen
ser plasmidicas, inducibles y extracelulares y en las Gram negativas de origen
plasmidico o por transposones, constitutivas y periplasmicas. También hay enzimas
modificantes de aminoglucésidos y aunque no es éste su principal mecanismo de
resistencia, también el cloranfenicol, las tetraciclinas y los macrélidos pueden ser

inactivados por enzimas (Gastelo R. & Maguifia C., 2018; Natalia & Molina, 2022).

Las cepas que producen BLEE, en su mayoria enterobacterias, y en particular
Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli, son resistentes a todos los antibiéticos

betalactamicos (Rawat & Nair, 2010). Ademas de las BLEE clasicas, de naturaleza
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plasmidica, existe una serie de microorganismos que producen betalactamasas
cromosOmicas que, en el caso de una hiperproduccién, confieren fenotipos de
resistencia similares al que determinan las BLEE, esto es, resistencia a las
cefalosporinas de espectro extendido e inhibicién por el acido clavulanico (Oliver &
Canton, 2015).

Il.  Impermeabilidad:

Existe diferencias en la composicion de la envoltura celular de las bacterias y en
especial en la cantidad de peptidoglicano. Ademas de una capa pequefia de
peptidoglicano en las bacterias Gram negativas, se conoce una estructura de
membrana consistente en lipopolisacarido y lipoproteina anclados al peptidoglicano
junto con grandes proteinas de membrana externas llamadas porinas (OMP). Estas
porinas varian en tamafo y funcionan como canales acuosos, la cual genera una
ruta hidrofilica a través e la estructura hacia el espacio periplasmico (M.Sc.Cabrera
E et al., 2007). Ciertos antibiéticos (ATB) pueden utilizar estas porinas bacterianas
para ingresar al medio intracelular. Diversas mutaciones en los genes que codifican
a las porinas alteran su estructura impidiendo la entrada del ATB (Natalia & Molina,
2022).

. Eflujo:

Las bombas de eflujo son proteinas de membrana encargadas de transportar
metabolitos, compuestos téxicos desde el interior al exterior. Por medio de
este mecanismo pueden expulsar al ATB, reduciendo la concentracion del
ATB dentro de la bacteria. Este tipo de resistencia es inespecifica y puede
afectar a varias familias de antibidticos (quinolonas, aminoglucésidos,

macrdlidos, betalactamicos) (Natalia & Molina, 2022).
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IV.  Modificacion del Sitio Blanco (DIANA):

Para poder inhibir los microorganismos, los farmacos deben atravesar la capa de
peptidoglicano de la bacteria y después poder fijarse en su diana o receptor que
seran necesarios para multiplicarse y sobrevivir (Pérez D., 1998).

La modificacion de un aminoacido genera un sitio de fijacién diferente y asi
disminuye la afinidad de unioén por el antimicrobiano, se puede modificar el PBP o
protein binding protein esta permite la sintesis de peptidoglicano, un compuesto de
la pared celular en las bacterias la cual en los betalactamicos no puede actuar
generando resistencia a ellos (Moreno et al., n.d.).

La alteraciéon de las enzimas diana (PBPs) son necesarias para que la bacteria
forme su propia pared celular y los antibidticos se fijen en estas enzimas
impidiéndolo de forma que se hara resistente (Resistencia Bacteriana a

Antimicrobianos- Su Importancia En La Toma de Decisiones En La Practica Diaria, n.d.).

9
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Figura 1. Principales mecanismos de resistencia a los antibiéticos
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(Trevifio Natalia 2022)(Natalia & Molina, 2022).

Conceptos de Multirresistencia, Resistencia Extrema y Panresistencia bacteriana

Las bacterias pueden presentar simultdneamente mas de un mecanismo de
resistencia a los antibidticos, la coexistencia de varios mecanismos puede dar lugar
a bacterias multirresistentes.

e Una bacteria es multirresistente (MDR): Se considera MDR per se al
microorganismo no sensible al menos a un antimicrobiano de tres o mas
familias farmacoldgicas (47).

e Una bacteria posee resistencia extrema (XDR): La bacteria es sensible a
Unicamente a uno o dos antibidticos/ grupo de antibidticos que se consideran
de utilidad para el tratamiento de las infecciones producidas por ese
microorganismo (Camacho-Silvas et al., 2021b).

e Una bacteria es panresistente (PDR): cuando presenta resistencia a
todos los antibidticos/ familia de antibiéticos habitualmente utilizadas
(Camacho-Silvas et al., 2021a).

Los antibiéticos y animales silvestres

A pesar de la amplia y creciente literatura sobre la RAM en el ambito médico y
veterinario, todavia hay una escasez de investigaciones sobre la compleja dinamica
de transmision de la RAM en los apartados ambiental y salvaje, a pesar de que el
rango, la distribucion y el nimero de especies silvestres considerando unicamente
al grupo de las aves y los mamiferos es alrededor de 600 veces mayor que el
ganado que comprende 40 especies y 4500 razas. Varios estudios han informado
que las especies silvestres son reservorios potencialmente importantes de
microorganismos resistentes y genes de resistencia (Bonardi et al., 2019). Por
ejemplo, se han aislado cepas de Escherichia coli productoras de betalactamasas
de espectro extendido (BLEE) de jabalies (Sus scrofa) en varios paises europeos,

poniendo en juego la eficacia de los antibidticos betalactamicos (por ejemplo, la

18



penicilina), que se encuentran entre la clase mas importante de agentes
antimicrobianos utilizados en medicina humana y veterinaria (Torres et al., 2020).
La proliferacion de la resistencia a los antibioticos en el ambiente es relevante tanto
para la salud humana como para la de los animales domésticos, ya que el resistoma
ambiental (es decir, la suma de los determinantes de resistencia a los
antimicrobianos presentes en el medio ambiente) puede contribuir a la aparicion y
proliferacion de patdégenos que son dificiles o imposibles de tratar (Ramey &
Ahlstrom, 2020b).

La aparicion de la resistencia ocurre bajo un proceso llamado presion selectiva, una
especie de seleccion artificial, principalmente dada por los antibiéticos, aunque otros
elementos, como los metales pesados o los biocidas, también pueden seleccionar
a microorganismos resistentes a antibioticos (Wellington et al., 2013). Esto significa
que los habitats asociados a los humanos y no los habitats naturales, no
fuertemente contaminados, como la vida silvestre son los principales lugares en los
que ocurre esta seleccion (Martinez, 2008). Por esta razon, cuando se encuentran
genes de resistencia a los antibidticos clinicamente relevantes y bacterias
resistentes a los antibidticos en animales silvestres (que no reciben antibioticos),
esto debe considerarse como un marcador de contaminacion del medio ambiente,
mas que como un indicio de seleccién de resistencia (Laborda et al., 2022). Apoya
esta hipotesis en grandes primates, donde se han hallado genes de resistencia a
antibioticos (GRA). Significativamente, los microbiomas de los simios en cautiverio
estan enriquecidos con especies bacterianas asociadas a los humanos y presentan
una mayor abundancia de GRA que sus parientes en estado salvaje (Campbell et
al., 2020). Este hecho puede reflejar el intercambio de bacterias (que eventualmente
portan GRA) entre los simios en cautiverio y los humanos, ya sea a través del
contacto directo o a través del suministro de alimentos/agua de los simios, que
podria eventualmente contener estas bacterias resistentes asociadas a los
humanos. Cabe sefialar que este intercambio podria ser bidireccional,
proporcionando una posible via de transmision de humanos a animales y viceversa
(Sun et al., 2020).
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Evaluacion de susceptibilidad in vitro

Para el tratamiento exitoso de las enfermedades infecciosas, es un requisito previo
contar con conocimientos previos sobre la susceptibilidad de un organismo a
agentes antimicrobianos relevantes, obtenidos mediante pruebas in vitro. La
identificacién de microorganismos y las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana
son dos tareas clave realizadas por los laboratorios de microbiologia clinica para
guiar las elecciones terapéuticas de agentes antimicrobianos (Behera et al., 2019).
Los propésitos de las pruebas de susceptibilidad in vitro son (68):

1. Asistir al médico en la eleccidon del antibidtico mas adecuado segun las
necesidades de cada paciente (gestion de antibioticos).

2. Guiar el uso empirico de antibiéticos en la practica clinica.

3. Registrar datos epidemiolégicos sobre la resistencia microbiana en la comunidad.
4. Explorar las tendencias cambiantes en la susceptibilidad a los antimicrobianos.
5. Predecir el resultado de la terapia con antibidticos.

6. Monitorear los mecanismos de resistencia.
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7. Detectar nuevos mecanismos de resistencia.
8. Comparar las tendencias de resistencia en instalaciones de salud de diferentes
areas geograficas.

9. Desarrollar estrategias de intervencién y prevencién (Salam et al., 2023).

Método de difusién en disco

Entre los métodos de medicién de resistencia esta el método Kirby Bauer que
consiste en colocar discos antibiéticos, la determinacién de concentracion inhibitoria
minima del antibidtico, y a concentracién bactericida minima (Velez & Alejandra,
2023). Fue estandarizado por el Subcomité de Ensayos de Susceptibilidad NCCLS,
de Estados Unidos, y su funcién es establecer, en forma cuantitativa, el efecto de
un conjunto de sustancias, ensayados individualmente, sobre las cepas bacterianas
que se aislan de procesos infecciosos (Idelevich et al., 2016). El método se basa en
la relacién entre la concentracion minima inhibitoria bacteriana y el halo de inhibicién
de crecimiento en la superficie de una placa de agar con un medio de cultivo
adecuado con la bacteria y sobre la cual se ha depositado un disco de papel filtro
de 6 mm de diametro, o se ha sembrado en pozo impregnado con una cantidad

conocida de la sustancia (Stella Ramirez Profesor Asociado & Marin Castano, n.d.).
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Il ANTECEDENTES

En Japon en el 2010, Ishihara y colaboradores, evaluaron los niveles de resistencia
a antibidticos en el zooldgico de Sapporo. Se encontré una asociaciéon notable entre
la frecuencia de uso de los antibiéticos con los porcentajes de resistencia, donde la
ampicilina tuvo el mayor rango (54.5%), siendo este antibiético el mas utilizado
(Ishihara et al., 2012).

El articulo de Dobiasova y sus colegas del 2013 investigo la resistencia a
antibioticos en aislados de Escherichia coli provenientes de mamiferos silvestres
bajo cuidado humano en zoolégicos de la Republica Checa. El estudio se centré en
evaluar la prevalencia de genes de resistencia a betalactamicos y otros antibidticos
en E. coli aislados de estos animales. Los resultados destacaron la presencia de
betalactamasas de espectro extendido (ESBL) y otros genes resistentes, lo cual
evidencia que los entornos de zooldgicos pueden servir como reservorios y puntos

de diseminacion de bacterias resistentes. Esto plantea un riesgo potencial de
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transmision de resistencia entre animales y eventualmente hacia el entorno humano
(Dobiasova et al., 2013b).

Un estudio en el zooldgico de Dublin del 2022 evalué la resistencia antimicrobiana
de Escherichia coli en mamiferos bajo cuidado humano. Los resultados destacaron
una notable resistencia a antibidticos, en especial a ampicilina, pero no a
combinaciones con &cido clavulanico. La investigacion resalta la importancia de
monitorear la resistencia en ambientes de conservacion, debido a los riesgos
potenciales de transmision de patégenos resistentes al entorno humano (Byrne et
al., 2022).

En el trabajo llevado a cabo por Brisson y colaboradores en 2023, se compararon
los patrones de resistencia a antibioticos de bacterias provenientes de animales
herbivoros en cautiverio y animales salvajes. Se descubrid que las bacterias
aisladas de cebras, kudus e impalas en zooldgicos presentaban resistencia con
significativamente mayor frecuencia que aquellas aisladas de huéspedes de estas
mismas especies en libertad, especialmente en lo que respecta a la resistencia a la
amoxicilina. Esto respaldo la hipoétesis de que las poblaciones de herbivoros que
viven en estrecho contacto con los humanos y bajo sistemas de manejo mas
artificiales albergan mas genes de resistencia a los antimicrobianos (Brisson et al.,
2023).

1. JUSTIFICACION

La resistencia a los antibiéticos es un problema global que afecta tanto a la salud
humana como animal, y los rumiantes silvestres bajo cuidado humano pueden
actuar como reservorios y vectores de bacterias resistentes, representando un
riesgo significativo para otras especies y para los humanos que los manejan. Las
investigaciones referentes a este tema son cruciales porque pueden proporcionar

datos valiosos sobre la prevalencia y patrones de resistencia a antibidticos en
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enterobacterias de rumiantes silvestres, un area de conocimiento poco explorada

Los resultados podran informar y mejorar las practicas de manejo y cuidado de estos

animales, minimizando el riesgo de propagacion de bacterias resistentes y

promoviendo un uso mas racional de los antibiéticos en estos entornos

IV. OBJETIVO GENERAL
Determinar la susceptibilidad in vitro de cepas de enterobacterias aisladas de
rumiantes silvestres bajo cuidado humano de la ciudad de Tehuacan, Pue.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Aislar e identificar enterobacterias a partir de muestras de hisopado rectal de
rumiantes salvajes bajo cuidado humano

2) Evaluar mediante pruebas fenotipicas in vitro la susceptibilidad a diferentes

antibidticos de las cepas de enterobacterias aisladas.
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V. HIPOTESIS

Las bacterias aisladas de rumiantes silvestres bajo cuidado humano muestran
niveles de resistencia significativamente diferentes entre las cinco familias de
antibidticos probadas, con mayor resistencia observada en antibidticos

comunmente utilizados en medicina veterinaria

VI. MATERIAL Y METODOS.

Zona de lestudio.

El Club de los Animalitos ubicado en Calle 1 Pte 1120, Arcadia, 75760 Tehuacan,

Pue.

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia ubicada en Tecamachalco - Cafiada

Morelos Km. 7.5, El Salado, 75460 Tecamachalco, Pue.

TOMA DE MUESTRAS

1. Se Obtuvieron 22 muestras rectales en animales seleccionados criados en el

Zoologico de los Animalitos, ubicado en la ciudad de Tehuacan Pue. (Figura
34y5)

Se obtuvieron hisopados de las siguientes especies: 2 muestras de Wapiti (Cervus

canadensis),7 muestras de Oryx (Oryx gazella), 7 muestras de Ciervo rojo (Cervus
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elaphus), 8 muestras de Muflon (Ammotragus lervia), 2 muestras de Watusi (Ankole-
Watusi) y 2 muestras de Borrego domestico (Ovis orientalis aries) todo bajo manejo
del personal.

Se tomaron 3 hisopados rectales en cada individuo. Todos los animales fueron
sujetados por medio de contencion fisica. Para analizar las influencias de los
resultados se recopilaron detalles sobre los animales, corrales y criadores quienes
suelen cuidar cada animal. Las muestras rectales las cuales fueron transportadas

en frefrigeracion por medio de hielera.

Figura. 3 Toma de muestra rectal en Oryx( Oryx Gazella) de 1 mes de vida.
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Figura 4. Toma de muestra en Figura 5. Toma de muestra
Borrego doméstico (Ovis rectal en Ciervo rojo (Cervus
orientalis aries). elaphus).

2. |Aislamiento.
Las muestras de hisopados fueron sembradas el mismo dia de su recolecciéon en

medio EMB+ Ceftriaxona, y posteriormente incubadas a 37°C por 24 horas. Las
colonias con morfologia macroscopica compatibles con enterobacterias fueron
seleccionadas y sembradas en medio MacConkey (Figura 6), luego, se realizé la
identificacion por especie, por medio de pruebas bioquimicas estandar TSA|(Figura
7), Triple Azucar Hierro, Agar Tripsitico de Soja, Movilidad, Indol, Ornitina y Citrato
de SIMMONS (Figura 8) e incubadas a 37 °C por 24 horas.
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Figura 6. Muestras de Wapiti( Figura 7. Muestras en medio
Bos taurus indicus) sembradas TSA
en medio MacConkey

Figura 8. Pruebas bioquimicas en
medio TSI, MIO y citrato de
SIMMONS
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PRUEBAS DE SENSIBILIDAD /N |VITRO

Las cepas identificadas como enterobacterias fueron sembradas en medio TSA e
incubadas a 37 "C por 24 horas. Después se prepararon indculos en tubos con 5 ml
de agua destilada estéril con una turbidez igual al tubo 0.5 del estandar de
McFarland, con los cuales se sembraron placas con medio Mueller-Hinton y a
continuacion, se colocaron sensidiscos con los siguientes antibidticos:
Amikacina(30ug),Ampicilina(10ug),Carbenicilina(100ug),Cefalotina(30ug),Cloranfe
nicol(30ug),Cefalotina(30ug),Ciprofloxacino(5ug),Clindamicina(30ug),Sulfametoxaz
ol/Trimetoprima(25ug),Netilmicina(30ug),Nitrofurantoina(300ug),Norfloxacino(10ug
),Gentamicina(10ug). Estas placas se incubaron a 37 °C por 24 horas (Figura 9),
para enseguida realizar la lectura de los halos de inhibicion y clasificar a las cepas
en sensibles (S), intermedias (I) o resistentes (R), de acuerdo con los puntos del
corte del CLSI 2023.

Figura 9. Antibiograma de la cepa MOXMA-2 en agar
Mueller Hinton después de 24 hrs de incubacion

29



RESULTADOS

De las 22 muestras tomadas de los rumiantes del zooldgico, en 18 (81%) de ellas

fue posible aislar enterobacterias. Las especies encontradas estan listadas en la

tabla 3.

Tabla 3. Listado de bacterias identificadas en las muestras obtenidas.

CODIGO
MWMA2
MOXMA4
MOXMA3
MOXMA
2
MCRHA4
MOXMC1
MCRJ2
MWMA1
MCRJ1
MOXJ1
JiM1
JIM3
JIM5
J2BV1
J2BB2
J2BV3
J3v1

J2BB5
Jaw1

Jaw2
J5B1
J5B2

ESPECIE
MUESTREADA
Cervus canadensis
Oryx gazella

Oryx gazella

Oryx gazella
Cervus elaphus
Oryx gazella
Cervus elaphus
Cervus canadensis
Cervus elaphus
Oryx gazella
Ammotragus lervia
Ammotragus lervia
Ammotragus lervia
Ammotragus lervia
Ammotragus lervia
Ammotragus lervia
Ammotragus lervia

Ammotragus lervia
Ankole-Watusi

Ankole-Watusi
Ovis orientalis aries
Ovis orientalis aries

ESP. BACTERIANA IDENTIFICADA
Serratia plymuthica

Serratia plymuthica

Escherichia adercaboxylata

Escherichia coli
Edwarsiella tarda
Edwarsiella tarda
Escherichia adercaboxylata
Edwarsiella tarda
Escherichia adercaboxylata
Yersinia intermedia
Salmonella |

Citrobacter freundii
Yersinia frederiksenu
Shigella sonnei

Proteus vulgaris

Yersinia frederiksenu
Proteus vulgaris

Citrobacter amalonaticus, Citrobacter
diversus

Citrobacter amalonaticus

Citrobacter amalonaticus, Citrobacter

diversus
Citrobacter freundii
Yersinia frederiksenu

PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD In vitro

30



Las pruebas de susceptibilidad in vitro (Tabla 5), mostraron porcentajes altos de
resistencia a los antibidticos betalactamicos basada en los resultados de los
antibiogramas (Tabla 4): ampicilina (AMP) 100% (18/18), carbenicilina (CB) 88%
(16/18), cefalotina (CF) 83.3 (15/18) y cefalexina (CFX) 44.4% (8/18). Para los
aminoglucésidos, se encontré: amikacina (AK) 38.95 (7/18), gentamicina (GE)
16.7% (3/28) y netilmicina (NET) 16.7% (3/28). En las quinolonas evaluadas se hallé
para ciprofloxacino (CPF) y norfloxacino (NOF) 16.7% (3/28). Con respecto al resto
de los antibiéticos se demostré un porcentaje de resistencia para la combinacion de
sulfametoxazol con trimetoprima (SXT) de 38.9% (7/18), cloranfenicol (CL) 33%
(6/18) y para nitrofurantoina (NIT) 16.7% (3/28).

Tabla 4. . Resultados de los antibiogramas realizados y clasificado en cepas
sensibles (S), intermedias (I) o resistentes (R), de acuerdo con los puntos del
corte el CLSI 2023

CEPA AK AMP CB CF CFX CPF CL SXT NET NIT NOF GE

MCRHA4 R R R R R R R R S S R S

13vI S R | R S S S S S S S S
JAaW2 S R R | R S S S S S S S
MOXJ1 S R R | S S S S S S S S
MOXMA4 S R R R R S R S R S | S

MWMA4 R R R R R S R R R S S S

Jim1 S R R R S S S S S S S |
J5B2 | R R R S S | S S S S |
J2BV1 | R R | I | S R S S | S

MWMA1 R R R R R S R R R S S R

JAaw1l S R | R S S S S S S S S
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MCRJ2 R R R R R R R R S S R R
MWMA2 R R | R S S S S S S S S
Jim3 S R R R S S S S S R S |
J2BV3 S R R R S S S S S S S S

J5B1 R R R R R S | R S R S S
MOXMA3 S R R R R R R R | S R R
JIM5 R R R R S S | S S R S |

Tabla 5. Porcentaje de resistencia a los antibiéticos de las cepas aisladas.

GEN
NOF
NITRO
NET
SXT
CL
CPF
CFX
CF
CcB
AM

g —

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

M Resistente  m Suceptible

Los resultados muestran la presencia de cepas MDR (multi drug resistant), lo que
significa que son resistentes a varios grupos de antibiéticos. Esto es preocupante
desde el punto de vista clinico, ya que la transferencia de genes podria aumentar el

nimero de cepas MDR (Tabla 7).
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Tabla 6. Porcentaje de resistencia por familia de antibioticos de las cepas
identificadas.

Aminogicosidos N 1))
Nitrofuranos | pu— 611
Sulfonamidas |V 61.1
Cloranfenicoles | CD:8
Quinolonas [ — 77.
Bl M C0S g —— 100.0
0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0 120.0

PORCENTAJE

mSENSIBLE  m RESISTENTE

Tabla 7. Cepas consideradas MDR (POSITIVO) por la cantidad de cepas
resistentes a cada grupo de antibioticos.

CEPA BETALACTAMICOS | _ SULFONAMIDAS QUINOLONAS NITROFURANOS FENICOLES AMINOGLUCOSIDOS MDR
MCRHA4 4 1 2 1 1
13VI 3
1aW2 4 | |
mMoXI1 3
MOXMA4 s
MWMA4 4
M1 3
1582 3
12BV1 4 1 2
MWMA1L 1
1aw1 3
MCRI2 4 1 2 1 2
MWMA2 3 1
M3 3
1283 3
1581 3 1 1 1 1
MOXMA3 4 1 2 1 2
1IM5 3 1 1 2

La resistencia multidrogas y el indice MAR son herramientas cruciales para evaluar
el perfil de resistencia de las bacterias y comprender los riesgos asociados con el
tratamiento de infecciones. Un valor alto de indice MAR generalmente refleja una
resistencia significativa, lo que puede complicar el manejo de las infecciones y
requerir nuevas estrategias terapéuticas.

Tabla 8. Cepas consideradas MDR, XDR, PDR y MAR
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CEPA

MCRHA4

13VI

J4w?2

MOXJ1

MOXMA4

MWMA4

JIM1

J5B2

J12BV1

MWMA1

JAW1

MCRJ2

MWMA2

JIM3

J2BV3

J5B1

MOXMA3

JIM5

MDR

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

XDR

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

PDR

MAR

0.7

0.2

0.3

0.2

0.3

0.6

0.2

0.2

0.6

0.8

0.2

0.8

0.3

0.4

0.2

0.5

0.8

0.5

34



DISCUSION

La RAM constituye uno de los desafios actuales mas importantes a nivel de salud
publica global (Jiménez et al., 2022). Los animales silvestres, especialmente
especies que viven en estrecha asociacidon con los humanos, pueden estar
expuestos a bacterias resistentes en su entorno, y la resistencia antimicrobiana ha
sido detectada en bacterias fecales de una variedad de animales silvestres,

incluyendo aves, reptiles, mamiferos y peces, en todo el mundo (60).

Entre la fauna silvestre que actia como reservorio de RAM se pueden resaltar los
mamiferos, el riesgo de contagio por mamiferos capturados en la naturaleza es
mayor que los que se encuentran en un entorno definido (zooldgicos, centros de
valoracién y rehabilitacion de fauna o institutos de investigaciones biomédicas), por
lo que aquellos individuos que son mantenidos como mascotas son potenciales

propagadores de la enfermedades (Luis Gabriel et al., 2013).

En esta investigacion, se considerd evaluar los perfiles de susceptibilidad de
enterobacterias del microbiota de rumiantes silvestres bajo cuidado humano
pertenecientes a un zooldgico del estado de Puebla, México. Restringir el estudio a
un solo sitio y utilizar animales con un historial de tratamiento conocido limit6 el
numero de variables asociadas con la investigacion de la dinamica de la resistencia
a los antibioticos, no obstante, el conjunto de antibidticos seleccionado para la
evaluacion representd clases de antibidticos relevantes tanto para la medicina
veterinaria como para la humana. Los resultados mostraron niveles de resistencia,
sobre todo en betalactamicos, que fueron mas elevados que los encontrados en
trabajos como el de Frank en el Reino Unido, donde se evaluaron los niveles de
susceptibilidad de bacterias de la microbiota intestinal en ungulados silvestres bajo
cuidado humano, encontrando un 28% de resistencia a ampicilina, y un 100% de
sensibilidad a la enrofloxacina en contraste con el 72% de susceptibilidad a
quinolonas y el 100% de resistencia a ampicilina de este trabajo (Frank et al., 2021;
Katakweba et al., 2015a). En otro estudio se determinaron los porcentajes de RAM

de E. coli aislada en herbivoros en zooldgico de Francia, donde la resistencia mas
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frecuente fue para amoxicilina (53% de los aislados resistentes), seguida de
estreptomicina (37% de los aislados resistentes), ceftazidima (28% de los aislados
resistentes) (64); en tanto que en esta investigacién se reportaron niveles de
resistencia generales para betalactamicos del 79% y para aminoglucosidos del
23.9%. En el trabajo de Dobiasova en la Republica Checa determinaron la
susceptibilidad a distintos antibidticos de aislamientos de E. coli provenientes de la
microbiota de diferentes especies de mamiferos silvestres bajo cuidado humano se
hall6 resistencia a cefotaxima y ciprofloxacina en el 44% y 59% de las cepas
respectivamente(6), mientras que en el presente analisis para ciprofloxacina solo el
16% de los aislamientos fue resistente. Por Gltimo, en Irlanda se busco los niveles
de susceptibilidad en muestras de Escherichia coli provenientes de mamiferos de
un zoolégico en la ciudad de Dublin, reportando como uno de sus hallazgos
relevantes un 100% de resistencia a ampicilina, y porcentajes menores en otros
betalactamicos (piperacilina, cefalotina y amoxicilina/acido clavulanico) (4); valores
que corresponden de manera similar a los reportados en el presente trabajo. A pesar
de que en esta investigacion se encontraron valores importantes de resistencia a
los antibidticos betalactamicos, y se hallé evidencia de un porcentaje importante de
bacterias MDR, existen familias de antibiéticos que aun muestran niveles saludables
de sensibilidad, como las quinolonas, sulfametoxazol/trimetoprima y la
nitrofurantoina. La relevancia de este hecho esta determinada por la representacion
que tienen antibiéticos de estas familias como posibles opciones terapéuticas. Los
distintos rangos de susceptibilidad de las familias de antibiéticos evaluadas pueden
deberse a una correspondencia directa entre la resistencia y la frecuencia de uso
de cada familia, por lo que no es de extrafarse que, siendo los betalactamicos una
de las familias de antibiéticos mas usados en el mundo (en animales y humanos)
que se encuentren niveles notables de resistencia a ellos. Las bacterias resistentes
a estos antibidticos criticamente importantes (como E. coli productora de BLEE) son
indicadores significativos para monitorear la transferencia de resistencia bacteriana
entre humanos, animales domésticos, vida silvestre y el medio ambiente
(Radhouani et al., 2014b).
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Las cepas MDR (multi-drug resistant) o multirresistentes son preocupantes en el
contexto de su posible diseminacion de los animales a humanos y se definen como
cepas que son resistentes a por lo menos un antibiético de 3 familias distintas. En
este trabajo se encontré que el 44.4% (8/18) de las cepas aisladas se consideran
MDR. Los animales silvestres, especialmente especies que viven en estrecha
asociacion con los humanos, pueden estar expuestos a bacterias resistentes en su
entorno, y la resistencia antimicrobiana ha sido detectada en bacterias fecales de
una variedad de animales silvestres, incluyendo aves, reptiles, mamiferos y peces,
en todo el mundo (63). Esta investigacion reporta los patrones de resistencia in vitro
en animales silvestres bajo cuidado humano mostrando que existen bacterias MDR
en tales animales y que existen niveles de resistencia variables a las diversas
familias de antibiéticos, lo cual sugiere la posibilidad de una transferencia de genes
de resistencia entre la microbiota de estos animales y la microbiota de humanos. La
informacion obtenida es valiosa, aunque se deben consideran las limitaciones
inherentes: al restringir el muestreo a un solo sitio y utilizar animales con un historial
de tratamiento ya conocido puede limitar el nimero de variables relacionadas con
la dinamica de la RAM. Sin embargo, es esencial continuar y profundizar con este
tipo de monitoreos, cuya informacion permitira, una vez que sea mas abundante,
promover procesos que se enfoquen en ofrecer alternativas de solucion a este
imponente desafio. [Resulta evidente que en los Gltimos afios el contacto de las
personas con los animales ha aumentado considerablemente, son cada vez mas
las familias que mantienen animales de compaiiia en su hogar, y asi mismo ha ido
aumentando el contacto con especies no domesticadas mantenidas en cautiverio,
no tan solo como mascotas, sino que también en colecciones y exposiciones
educativas (Alejandro & Aguayo, 2004).
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