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RESUMEN

Las enterobacterias productoras de betalactamasa de espectro extendido (BLEE)
representadas principalmente por Escherichia coli'y Klebsiella spp. Cuya caracterizacion es
la hidrolizacion de los antibidticos betalactamicos asociandose también el hecho del riesgo

de colonizacion de estas enterobacterias entre humanos y animales.

Esta investigacion se centr6 en la deteccion de Betalactamasas de espectro extendido (BLEE)
en felinos a través de muestras obtenidas mediante hisopado rectal e identificadas en agar
cromogénico BLEE, utilizando la metodologia de prueba de doble disco para evaluar la
resistencia a antibioticos. Donde se recolectaron 106 muestras de heces de felinos
determinandose el 34.9% (37) de muestras como BLEE positivas el mayor indice fue en gatos
de 2 a 3 anos de edad, siendo la E. coli uno de los principales agentes etioldgicos mas
registrados en las muestras procesadas en comparacion a Klebsiella spp. Estos hallazgos
sugieren una prevalencia significativa de BLEE en felinos, lo que destaca la importancia de

la vigilancia y el control de la resistencia antibidtica en la salud animal.

Para identificar las BLEE positivas, se usaron los estdndares establecido por CLSI (Instituto
de Estandares Clinicos y de Laboratorio) en el protocolo del afio 2023 para poder determinar

los puntos de corte resistencia y sensibilidad a los antibidticos.

Esta investigacion confirma la presencia de bacterias resistentes en animales, ampliando el
alcance de las BLEEs, que originalmente se encontraban solo en humanos. Destaca un
problema creciente de resistencia bacteriana que puede ser multifactorial, no limitado a un

solo factor.

PALABRAS CLAVE: BLEE, Agar cromogénico, E. Coli, Klebsiella spp.



ABSTRACT

The extended-spectrum beta-lactamase (BLEE) producing enterobacteria mainly represented
by Escherichia coli and Klebsiella spp. whose characterization is the hydroxylation of beta-
lactam antibiotics and the associated risk of colonization of these enterobacteria between

humans and animals.

This research focused on the detection of extended spectrum beta-lactamases (BLEE) in
felines through samples obtained by rectal swabbing and identified on BLEE chromogenic
agar, using the double disc test methodology to evaluate antibiotic resistance. Where 106
feline fecal samples were collected, 34.9% (37) of samples were determined as BLEE
positive, the highest rate was in cats from 2 to 3 years of age, being E. coli one of the main
etiological agents most recorded in the processed samples compared to Kl/ebsiella spp. These
findings suggest a significant prevalence of BLEE in felines, which highlights the importance

of surveillance and control of antibiotic resistance in animal health.

To identify positive BLEE, the standards established by CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) in the 2023 protocol were used to determine the cut-off points for

antibiotic resistance and sensitivity.

This research confirms the presence of resistant bacteria in animals, expanding the scope of
BLEEs, which were originally found only in humans. It highlights a growing problem of

bacterial resistance that may be multifactorial, not limited to a single factor.

KEYWORDS: BLEE, Chromogenic Agar, E. coli, Klebsiella spp.
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1. INTRODUCCION

Historicamente, la primera identificacion de enterobacterias productoras de betalactamasas
de espectro extendido (BLEE), especificamente del tipo SHV-2 en cepas de Klebsiella
ozaenae, se remonta al afio 1983 en Alemania. Posteriormente, entre los afios 1988 y 1990,
en Espafia se document6 el primer brote epidémico causado por enterobacterias productoras
de BLEE de los tipos TEM y SHV. Desde entonces, se han descrito mas de 100 variantes de
TEM-1 o TEM-2, asi como mas de 50 de SHV-1. En 1989, se introdujo un nuevo tipo de
BLEE, las cefotaximas (CTX-M). Simultdneamente, se reportd la identificacion de una cepa

de Escherichia coli en Alemania y de Salmonella spp. En Argentina. (1).
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En Espaia, en el ano 2000 se describid la primera BLEE del tipo SHV-12 de origen animal
fue detectada en la cepa Escherichia coli en un perro enfermo, después de esta fecha se ha
dado lugar a varios reportes de Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro
extendido, creciendo esta cifra en animales destinados al consumo humano en varios paises
como: Francia, Dinamarca, Reino Unido, Japon y China; y en paises como Espana, Italia y

Portugal en animales de compania (2).

Segun un estudio realizado en Europa se determind que en animales destinados para consumo
humano como aves, cerdos, conejos y vacunos sanos el gen de BLEE que predomina es el
CTX-M -1-9-14-15-32 tipo (SHV-12) y TEM- 52, en Conejos y en animales de compaiiia
sanos del 2001 —2003 CTX-M 1 (TEM- 52) y en enfermos CTX-M -1 SHV- 12 y en animales
salvajes se describe el gen CTX-M-1-14 SHV-12 Y TEM- 52 estas muestras fueron tomadas

de heces en los animales (2).

Aunque se han identificado cepas CTX-M en animales y seres humanos, es importante
destacar que su aparicion en seres humanos es poco frecuente. Las cepas mas prevalentes son
CTX-M-9 y CTX-M-14, las cuales son predominantes tanto en bacterias clinicas como en
bacterias comensales. Ademas, estas cepas también son prevalentes en animales sanos

destinados al consumo en Espana.

A nivel mundial, la prevalencia y diseminacion de enterobacterias productoras de
betalactamasas de espectro extendido estd generando una creciente resistencia microbiana,
principalmente en los antibidticos betalactdmicos conocidos como penicilinas y
cefalosporinas de amplio espectro. Las enterobacterias se han convertido en una causa de
preocupacion significativa debido a que sus enzimas tienen la capacidad de descomponer
estos antibidticos, volviéndolos ineficaces y restringiendo asi las opciones terapéuticas
disponibles para el tratamiento de infecciones. Este problema se ha exacerbado debido al uso
indiscriminado y a la venta incontrolada de antibioticos, lo que ha contribuido al desarrollo
de resistencia antimicrobiana y ha llevado a que los antibidticos se vuelvan cada vez menos

eficaces en el combate contra los microorganismos patdogenos (3).

En Ecuador ya se ha demostrado resistencia microbiana en varios microorganismos lo que
genera una preocupacion significativa, por lo que es importante destacar que la presencia de

BLEE en felinos la cual puede estar asociada con el uso indiscriminado de antibioticos en el
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campo de la medicina veterinaria y por lo tanto podria facilitar la transmision de bacterias

resistentes entre animales y humanos (4).

Una de las opciones terapéuticas para tratar infecciones causadas por BLEE se encuentran
los carbapenems (imipenem- meropenem) que son resistentes a la hidrolisis con una
excelente actividad in vitro, en un articulo se reporta éxito terapéutico a los pacientes tratados

con imipenem en un brote de Klebsiella pneumoniae productora de BLEE (3).

OBJETIVOS

1.1 Objetivo general

Identificar enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido en hisopados
rectales de felinos para contribuir a la vigilancia de la resistencia antibidtica en la salud

publica obtenidas de dos clinicas veterinarias de la ciudad de Machala en el afo 2023.

1.2 Objetivo especifico
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e Sembrar en agar selectivo para BLEE las muestras de hisopados rectales obtenidas
de felinos en las clinicas veterinarias de la Ciudad de Machala.

e Comparar la sensibilidad de la metodologia cromo génica y la metodologia
convencional para la identificacion de enterobacterias productoras de betalactamasas
de espectro extendido de hisopados rectales obtenidos de felinos domésticos.

e Asociar los distintos factores de riesgos que inducen a la colonizacion de

enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido en felinos.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La resistencia de las bacterias frente a los antibidticos es un problema que va en ascenso
exponencialmente y por ende es sumamente importante su estudio para mediante este
conocer el impacto que ocasiona en la salud ptblica afectando simultdneamente a la medicina

humana, medicina veterinaria, nivel ambiental y alimenticio (5).

La escasez de informacion sobre las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) en felinos
en Ecuador se debe a la falta de atencion dirigida hacia estos animales, lo que ha generado
un vacio significativo en el conocimiento sobre este tema de gran relevancia para la salud

publica.
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En la actualidad se convertido en algo cotidiano la implementacién de antibidticos en
subdosificaciones, en aplicaciones prolongadas con productos de mala calidad o también el
uso de productos expirados, ademas de diagnosticos erroneos estos han ocasionado a que las

bacterias modifiquen su forma genética generando que tomen una resistencia microbiana (4).

JUSTIFICACION

Este trabajo se lo realiza con la finalidad de identificar resistencia de las BLEE frente a los
betalactaimicos, ademas de su impacto en animales y humanos en cuanto se refiere a la

mortalidad y morbilidad (4)

Los pocos trabajos realizados y publicados acerca de las BLEE, refleja la escasa informacion
para comprender y abordar el creciente problema de bacterias que desarrollan resistencia a
multiples farmacos esto incluye la falta de una explicacion adecuada sobre como se

desarrollan estas resistencias y de qué manera podrian afectar a estos animales.
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En investigaciones previas se identifica que las BLEE son originadas en el ambito
intrahospitalario mayormente en UCI (unidades de cuidados intensivos) area donde se
propagan bacterias megas resistentes y enfermedades transmisibles en humanos y animales,
Debido a esto, resulta de suma importancia clinica demostrar que las BLEE estan asociadas
a un mayor riesgo de mortalidad en pacientes tratados con antimicrobianos. Esto se debe a
que las bacterias portadoras de estas enzimas pueden desarrollar una resistencia que hace que
las opciones terapéuticas como penicilinas, cefalosporina monobactamincos, sean ineficaces,

llevando potencialmente al fracaso absoluto del tratamiento.

Cuando se sobrealimenta a los felinos con dietas crudas, existe un mayor riesgo de
contaminacion por bacterias patogenas, como Salmonela spp., Yersinia, Campylobacter spp.,
u otras enterobacterias. Esto puede resultar en un aumento de su resistencia a los antibioticos
ya que hoy en dia los animales de abasto reciben muchos antibioticos como promotores de
crecimiento, lo cual puede ser potencialmente grave o incluso mortal tanto para los animales
como para las personas con sistemas inmunologicos comprometidos. Ademas, este tipo de
alimentacion cruda también aumenta el riesgo de contraer infecciones, representando un
peligro para los profesionales veterinarios, ya que estos felinos pueden propagar bacterias

patogenas (6).

El trabajo se focalizard en dar a conocer una problematica creciente que existente en la
actualidad la cual es el uso indiscriminado de antibidticos lo que genera la resistencia

microbiana a diversos antibioticos en el campo de la medicina humana y veterinaria (7).
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2. MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES

En Japon, en el afio 1988, se reportd por primera vez en un canino una enterobacteria
productora de Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE) consecutivamente, se
registraron casos similares en caninos y felinos, incrementando el nimero de casos de 6 a 11
y ampliando su alcance. El primer tipo de BLEE identificado en animales domésticos de
abasto fue la CTX-M. Es crucial destacar que esta situacion probablemente se origin6 debido
al uso inapropiado y excesivo de antibioticos, sin respetar los periodos de retiro antes del

sacrificio (8).

En Ecuador fue en el afio 2014 en la provincia del Pichincha a partir de ciegos de pollos, lo
que representa un factor de riesgo para la contaminacion de la carne aumentando las
probabilidades de colonizacién de BLEE en los animales de compaiiia que son alimentados

con carnes crudas (4).

La resistencia antimicrobiana se ha convertido en una gran preocupacién mundial, porque el
uso irracional de estos medicamentos ha facilitado que numerosas cepas de microrganismos
adquieran resistencia, disminuyendo asi la eficacia de los tratamientos y generando un riesgo

significativo para la salud a nivel mundial (9)

(Qué es una resistencia BLEE? se lo denomina como la incapacidad de accion de los
antibioticos frente a cualquier tipo de bacterias productoras de betalactamasas, todo esto
surge debido a la mala dosificacion, tomarlos de manera inadecuada, prolongar el tiempo de
uso, saltarse o a cortar el tiempo de tratamiento , mientras mas sea frecuente el uso de
antibidticos se amplia la posibilidad de que los gérmenes se vuelvan resistentes creando y

favoreciendo a la farmacorresistencia bacteriana (10).
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Las Betalactamasas son el principal mecanismo de resistencia bacteriana a los antibidticos
betalactimicos. Estas enzimas son de naturaleza proteica y act@ian cataliticamente,
controladas por un gen que puede encontrarse en el cromosoma bacteriano o ser transferido
por plasmidos o transposones. Su funcidon consiste en romper el enlace amidico del anillo

betalactamico, lo que lleva a la pérdida de la capacidad del antibidtico (11)

La propagacion de la farmacorresistencia y a medida que toma mayor poder generan el
aumento de la mortalidad por lo que genera impactos econdémicos en la sociedad porque
obliga a la industria farmacéutica al desarrollo de nuevos medicamentos, estas
modificaciones también son un fendmeno natural con el tiempo, estos microorganismos se
encuentran presentes en personas, animales, alimentos, plantas, suelo, aire y agua
propagandose de personas a personas y a animales. La falta de saneamiento, higiene y
medidas eficientes tanto en seres humanos como en animales conduce a la propagacion de
infecciones, siendo Escherichia coli'y Klebsiella pneumoniae las més frecuentes en entornos

de atencion médica. (12).

En el dia a dia en la practica de la medicina veterinaria los antibioticos betalactdmicos son
una opcidn primordial al momento de un tratamiento de enfermedades causadas por bacterias,
la caracteristica de este farmaco es que su accion es lenta, tiene diferentes grados en el
espectro de accion, posee una baja toxicidad, su mecanismo de accion es la debilitacion de
la pared celular al inhibir la transpeptidacion de las subunidades de la camada de
peptidoglicano y activando el mecanismo auto-litico endégeno finalizando con la muerte de

la bacteria (13).
2.2 FUNDAMENTOS

Las betalactamasas de espectro extendido son enzimas producidas por bacterias, y se
caracterizan por conferir resistencia a los antibidticos betalactdmicos, incluyendo las
penicilinas y las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, entre las enterobacterias, las
cepas de E. coli son conocidas por ser prominentes productoras de BLEE, incluyendo las
variantes TEM-1, SHV-1 y AmpC. En la década de 1990, se identificaron las betalactamasas
del tipo CTX-M-1, y con el paso del tiempo, los mecanismos de resistencia microbiana han
continuado evolucionando, lo que ha dado lugar a la aparicién de cepas denominadas

"bacterias altamente resistentes". (13).
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Las enterobacterias productoras de BLEE de tipo CTX-M principalmente de origen
intrahospitalario se han diseminado a la comunidad principalmente por el personal de la salud

lo que origina una emergencia sanitaria (14).

La Klebsiella pneumoniae, es una bacteria que se asocia a las betalactamasas de espectro
extendido aunque en la actualidad con mayor frecuencia se registra a la Escherichia coli con
relacion a la resistencia microbiana también se observa la prevalencia de portadores de BLEE
en fecas aisladas de pacientes hospitalizados y en personas de la comunidad asociandolas a
las del grupo CTX-M 4-6 las cuales se propagan con facilidad y tienen mayor capacidad de

adaptacion que las tipos TEM o SHV que predominaban antiguamente (15).

Existen diversas clasificaciones de las BLEE, una de ellas es la de Ambler que las clasifica
en clase A, C, D las cuales se caracterizan por tener serina en su centro activo, que al
reconocer a los betalactamicos estos anillos haran que se hidrolicen e inactiven estos
antibioticos por lo cual, los tratamientos se vuelven obsoletos debido el gen AmpC que
hidrolizan las acciones de los betalactamicos derivado de los mecanismos resultado de la

pared celular bacteriana al degradarse pero que pueden sintetizar a los carapenemasas (16).

Las enterobacterias productoras de betalactamasa de espectro extendido (BLEE) tienen la
capacidad de descomponer cefalosporinas de tercera generacion como las cefotaximas y
ceftazidima, lo que les confiere resistencia a las cefalosporinas de primera, segunda y tercera
generacion, asi como a penicilinas y aztreonam; pero pueden ser inhibidas por inhibidoras
de betalactamasas como son el 4cido clavuldnico cuando se administran en combinaciéon con
betalactamicos un ejemplo la amoxicilina, aumenta la efectividad del medicamento contra

las enterobacterias productoras de BLEE. (14).

La antropozoonosis es una de las formas mas frecuentes de transmision de las BLEE a los
animales de compafiia como son los perros y gatos, aunque también se debe a otros factores
como la contaminacion de los alimentos, mal higiene lo cual facilita la propagacion de esta
resistencia bacteriana, a esto también se debe agregar el hecho de que las mascotas como los
felinos y los caninos vivan con sus propietarios en lugares muy reducidos, ya que al entrar
en contacto con otras mascotas incrementan el riesgo de contagio, un ejemplo de esto es

cuando los felinos comparten muebles o mantienen contacto afectivo con sus propietarios
(8).
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2.3 FACTORES DE RIESGOS DE SUSCEPTIBILIDAD DE BLEE A LOS
FELINOS DOMESTICOS.

Las infecciones por betalactamasa de espectro extendido (BLEE) en seres humanos son un
fenomeno frecuente, especialmente en pacientes que reciben tratamientos inadecuados con
antibioticos de cuarta generacion, lo que favorece la seleccion de cepas resistentes. Estas
infecciones suelen manifestarse en pacientes con afecciones del tracto urinario, pero también
pueden ocurrir en aquellos con neumonias; ademads, se ha observado que la convivencia de
pacientes enfermos con animales de compania afectados por bacterias BLEE crea una

estrecha relacion que puede dar lugar a una antropozoonosis (17).

La colonizacion de BLEE en felinos puede ocurrir a través de la via digestiva, mediante la
ingestion de alimentos contaminados de forma directa o indirecta con heces o agua
contaminada. Esto puede suceder por el consumo de carnes crudas, leche sin pasteurizar o

alimentos procesados que estén contaminados (18).

Otro factor que induce a la colonizacién de E. coli segin una investigacion llevada a cabo
en el ecuador en el ano 2021, en el cual se realiza un analisis de balanceado para mascotas

expendidos en cuenca lo cual muestra la presencia de E. coli y Salmonella spp. (19)

2.4 MECANISMOS DE TRANSMISION DE ENTEROBACTERIAS DE
ESPECTRO EXTENDIDO DE FELINO DOMESTICO A FELINO
DOMESTICO Y HUMANOS.

Existen varios métodos de transmision de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) de
humanos a gatos es a través del contacto directo, puesto que el animal puede traer cepas de
enterobacterias en el pelaje o en el sistema digestivo, lo cual va a ser contraido por el humano

mediante el lamido mediante la saliva, por las heces al hacer mala manipulacion del arenero
(10).
Los gatos que son alimentados con dietas crudas o barf, van a llegar a contaminarse en el

tracto digestivo, al consumir carnes que no tienen la debida higiene al momento de los
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despostes, se encuentran con mezclas de heces de animales portadores de Escherichia coli.
Salmonella spp. Lo que aumenta las posibilidades de infectarse por este tipo de bacterias esto
a esto también debe atribuirse el compartir los platos de bebida y comida de los animales con

otros animales que pueden ser portadores de BLEE (20).

La antropozoonosis ocurre cuando animales y personas comparten un entorno donde se
utilizan los mismos muebles y superficies. Este intercambio puede llevar a la ingesta
inadvertida de agentes patogenos, especialmente a través de la via digestiva, cuando las
personas se llevan las manos a la boca. Este riesgo se ve agravado por la sensibilidad tanto

de los animales como de los humanos al tipo CTX-M (15).
2.5 PATOGENIA DE LAS ENTEROBACTERIAS

2.5.1 Patogenia de la Escherichia coli.

La E. Coli es una bacteria anaerobica facultativa que cominmente se la encuentra en el colon
de los animales mamiferos, el hospedador se coloniza desde su nacimiento de manera
permanente lo que lleva a tener una relacion simbidtica con el huésped para toda la vida

responsable de causar diferentes casos clinicos en los individuos (21)

Para promover la colonizacion de tejidos, E. coli emplea adhesinas y sider6foros, que
funcionan como agentes quelantes de hierro, facilitando su crecimiento en el huésped y
proporcionandole una ventaja en su enfrentamiento contra el sistema inmunitario. Segin
describe Ocampo, se han identificado al menos seis patotipos responsables de infecciones
intestinales mediante diversos mecanismos independientes. Estos incluyen E. coli
enteropatogena (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), shigatoxigénica (STEC), entero invasiva
(EIEC) y entero agregativa (EAEC), que, entre otros efectos, pueden ocasionar colibacilosis

a través del consumo de carne de pollo cruda, como suele ocurrir en las dietas barf. (22)
2.5.2 Patogenia de la Klebsiella pneumoniae.

La Klebsiella pneumoniae es una bacteria patdgena perteneciente al grupo de las
enterobacterias. Se caracteriza por colonizar el tracto digestivo de animales de compaiia,
ganado y humanos, que puede causar infecciones del tracto urinario en ambas especies. El
contacto entre animales y humanos puede resultar en la diseminacion de bacterias resistentes

en ambas poblaciones. (23).
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Este patogeno es de gran importancia en la transmision nosocomial debido a la
farmacorresistencia que ha desarrollado en los ultimos afios, lo cual ha resultado en altas
tasas de morbimortalidad. Esta resistencia se atribuye a factores como la presencia de
capsulas de polisacaridos y la produccion de enzimas colagenasas y ureas, que le permiten

evadir el sistema inmunoldgico y causar dafio en los tejidos. (24).
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3 MATERIALES Y METODOS

3.5 MATERIALES

Soluciones

Agar cromogénico
Agar Miiller

Agar BHI

Peptona

Agua destilada
Discos de antibidticos

Pruebas bioquimicas enterosystem 18R

Materiales

Cajas Petri pequefias
Medios Stuart

Erlenmeyer

Volutrol

Tijeras

Cinta

Guantes para calor

Pipetas

Tubos de ensayo tapa rosca
Tubos de eppendorf de 2ml
Autoclave

Estufa

Incubadora

Mechero

Azas

Gradilla

Gramera

Fundas de polifan

Mandil
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e Mascarillas

e Alcohol

e Cuaderno

e (Camara fotografica
e Boligrafos

e Etiquetas

3.6 AREA DE ESTUDIO

¢
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llustracion 1 imagen tomada de google maps, Machala el aiio 2024

El muestreo de los felinos se lo realizo en la ciudad de Machala, en dos clinicas veterinarias
en el ano 2023.

3.7 POBLACION Y MUESTRA

En el presente estudio, se analizé una muestra de 106 felinos domésticos atendidos en dos
clinicas veterinarias, con el fin de garantizar la homogeneidad de la muestra. Estas muestras

fueron obtenidas previa autorizacion de los propietarios para evaluar la presencia de BLEE

en estos animales.

Los felinos incluidos en el estudio tenian edades comprendidas entre los 3 meses y los 9
afos, y fueron seleccionados conforme llegaban a las consultas de las dos clinicas de la

ciudad en estudio.
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3.8 VARIABLES A EVALUAR
e Entorno familiar
e Automedicacion
e Alimentacion

e Resultado antibiograma

3.9 MEDICION DE VARIABLES

3.9.1 Meétodos
Esta investigacion es de tipo descriptiva, observacional, cuantitativa, transversal debido a

que se considerd la presencia de colonias o ausencia de las mismas en el agar selectivo.
3.10 METODOLOGIA DE RECOLECCION DE MUESTRAS

Para la toma de muestras de heces, se la realizo en cada gato que llego a consulta para ello,
se abria un hisopo estéril y se introducia cuidadosamente en el recto del animal.
Posteriormente, se colocaba el hisopo en un tubo rotulado que contenia medio Stuart,
disefiado para mantener un ambiente propicio para los microorganismos presentes en la
muestra. Finalmente, se refrigeraba la muestra para su posterior siembra en el laboratorio de

microbiologia.
3.11 METODOLOGIA DE LABORATORIO

3.11.1 Preparacion de medios de cultivo para la siembra de las muestras.

La preparacion de los distintos agares para el crecimiento de las colonias, enriquecimiento y

aislamiento de las enterobacterias.
3.11.1.1 Agar cromogénico

Es un medio de cultivo cromogénico para la deteccion de especies de enterobacterias
productoras de betalactamasas de espectro extendido mediante la siembra de muestras

clinicas; para su preparacion se utilizdo 19.8 gramos de agar mezclado con 600 ml agua
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destilada luego se colocd en una estufa llevandolo a punto de ebullicion para luego proceder
a esterilizarlo en el autoclave por 15 minutos a 250 grados centigrados, se le armo un
capuchon con papel y se sello con funda de polifan cerrado con cinta adhesiva una a
temperatura de 40° grados centigrados, se le agrego 0.342 gramos de suplemento BLEE para
luego trasvasarlo a las cajas Petri de 15 x60 mm donde se colocaron 5Sml en cada una vez frio
y tomada la consistencia del agar se rotulo y se envid a nevera a esperar 24 horas para poder

sembrar las muestras.
3.11.1.2 Agar Miiller

Este agar fue utilizado para realizar repiques de las muestras que dio un crecimiento de
colonias este agar no selectivo, se prepard 22.8 gramos en 600 ml de agua destilada y
esterilizada se la llevo a la estufa a punto de ebullicion luego se le puso un capuchon con
papel y fundas de polifan selladas con cinta adhesiva, se lo llevo al autoclave a 250 grados
centigrados por 15 minutos para esterilizarlo después de la esterilizacion se lo distribuyo Sml
en cajas petri cerca del mechero para evitar la contaminacion del agar se rotula para llevarlo

a nevera una vez que tome la consistencia.

3.11.1.3 Antibiogramas

Para llevar a cabo el antibiograma, empleamos un agar no selectivo, especificamente el agar
Mueller, reconocido por su alta reproductibilidad y lo trasvasamos en cajas Petri de 15 x
100mm. Primero, diluimos la bacteria en solucién salina estéril, controlando la turbidez para
garantizar que no exceda la cantidad requerida de 0.5 McFarland, un parametro crucial para
evitar que la carga bacteriana en la dilucion afecte los resultados del antibiograma. Luego,
sumergimos un hisopo estéril en la dilucién y lo pasamos por toda la superficie de la caja
Petri, realizando cuatro pasadas por cada lado cerca del mechero para evitar la

contaminacion.

Utilizando la técnica de doble disco, colocamos discos de antibidticos de ceftazidima y
cefotaxima a una distancia de 2 cm de los discos combinados con acido clavulanico. Es
importante seguir la regla de los 15 minutos desde la dilucion hasta la colocacion de los

discos, asegurando que la caja esté debidamente rotulada y sea llevada a la incubadora dentro
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de ese periodo de tiempo para su lectura posterior, que se realizard después de 24 horas de

incubacion.

3.11.1.4 Lectura de los antibiogramas

Una vez finalizado el tiempo de incubacién en la incubadora, retiramos nuestras muestras y
procedimos a medir el diametro del halo formado alrededor de los discos de antibidtico
utilizando una regla. Para esta medicion, seguimos los puntos de corte establecidos por el
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) en el afio 2023. Segun estos estandares,
para que una muestra sea considerada como positiva, el didmetro del halo debe ser inferior a
17 mm para ceftazidima y menor a 22 mm para cefotaxima. Esta medicion nos permite

determinar si la muestra es sensible o resistente al antibidtico utilizado en la prueba.

Ademas, en el caso de los discos combinados, un diametro del halo sumado 5 mm al punto
de corte inicial, siendo menor se considera como resistente, lo que indica una sensibilidad o

resistencia este grupo de cefalosporinas.

3.12 METODOLOGIA DE ANALISIS ESTADISTICO

Para poder tabular los siguientes datos obtenidos en el trabajo de campo se utilizo el programa
IBM SPSS VERSION 25, en donde se utilizé un tipo de andlisis estadistico chip cuadrado
de Pearson, cruce de tablas y andlisis de correspondencia para poder determinar la

prevalencia de BLEE en los felinos muestreados.
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4. CAPITULO RESULTADOS

4.1 DETERMINACION DEL CRECIMIENTO DE ENTEROBACTERIAS
PRODUCTORAS DE BLEE EN AGAR CROMOGENICO.

De 106 de muestras tomadas de hisopados rectales el 52.83 % (56) corresponden a animales

con crecimiento de posible BLEE, mientras que el 47.17 % (50) resultaron sin crecimiento,

las cuales se encuentran representadas en la siguiente tabla de porcentajes.

Tabla 1. Representacion porcentual de animales con crecimiento bacteriano y negativos a

BLEE.
FELINQOS %
Crecimiento de colonias 56 52.83%
Sin crecimiento 50 47.17%
TOTAL 106 100
CRECIMIENTO DE ENTEROBACTERIAS
Ej I I I
0 Crecimiento de colonias Sin crecimiento
m FELINOS 5 106
% :'-:_ssoc. _-?_-_?=.J 100
mFELINOS m%
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Los resultados de la presente investigacion se muestran diferencias con los obtenidos en el
afio 2020 por Cuevas (25) quien llevo a cabo un estudio en caninos y humanos en la ciudad
de Puebla, México. En su muestra de 66 perros y 34 muestras de humanos, se observé una
tasa de positividad del 23% y un crecimiento bacteriano del 19% en las muestras humanas
obtenidas en un hospital, dado que estos patdogenos son de naturaleza antropozoica. Por lo
tanto en un estudio en Guangzhou, China (2016), encontr6 un caso de E. coli en un adulto de
50 afios. Tras evaluar animales en una tienda de mascotas, se detectaron seis cepas positivas
de E. coli (BLEE): cuatro en perros y dos en gatos. Esto evidencia la posible transmision del
patdgeno de humanos a animales de compatiia. (26) En un estudio llevado a cabo por Ortega
en 2018, en un parque de Quito, Ecuador, donde se recolectaron 50 muestras de heces de
perros para determinar la multirresistencia a antibidticos, se encontrd una positividad del
40% (27) Esta asociacion podria vincularse al entorno durante la fase de crecimiento de los
animales, donde factores como la higiene, la alimentacion y la vida libre sin control (en el
caso de animales de duefos irresponsables) podrian contribuir a esta colonizacion en

Ecuador.

4.2 IDENTIFICACION Y AISLAMIENTO DE LAS CEPAS (E. coli, Klebsiella spp.).

De un total de 106 muestras analizadas el 82.14 % dieron positivas a E. coli, mientras que el
17.85 % dieron positivos a Klebsiella spp. Como se muestra a continuacion dentro de la tabla
2y gréfico 2 respectivamente.

Tabla 2 Representacion en porcentajes de colonias identificadas.

ENTEROBACTERIAS NUMERO Y%
E. coli 46 82.14%
Klebsiella spp 10 17.85%
Total 56 100%
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COLONIAS IDENTIFICADAS
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Ilustracion 3 Representacion grafica del porcentaje de colonias identificadas.

En una investigacion llevada a cabo entre los afios 2012 y 2016 en Beijing, China, por Yang
y sus colaboradores (26), se identificaron cepas multirresistentes en 56 perros, que incluian
E. coli, Klebsiella spp, Serratia. arogenes, Enterobacter cloacae y Shigella spp. En contraste,
en un estudio realizado en Ecuador en 2017 por Ortega (28), se encontrd que de las 56
muestras recolectadas en perros, 20 mostraron crecimiento positivo de E. coli, siendo esta

bacteria la mas comtn en el entorno de los animales.

43 IDENTIFICACION DE POSITIVIDAD DE ENTEROBACTERIAS EN
RELACION A LAS DIETAS DE LOS ANIMALES MUESTREADOS.

La correlacion entre la variable de alimentacion y la positividad encontrada es del 91.90%,
observada principalmente en los animales con tipos de dietas con balanceados, que representa
el mayor porcentaje de positivos. En segundo lugar, se encuentra el grupo de animales con
un tipo de alimentacién mixta, con un 5.40 % de positividad. Por Gltimo, en los animales con

dietas barf, el porcentaje de positividad es mas bajo, alcanzando el 2.70%.
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Tabla 3 Correspondencias alimentacion/ positividad.

DIETAS ANTIBIOGRAMA
RESISTENTE SENSIBLE SIN MARGEN
CRECIMIENTO ACTIVO

Balanceado 34 13 32 79
Pate 0 0 1 1
Dieta barf 1 0 1 2
Comida casera 0 0 2 2
Mixta 2 6 14 22
Margen activo 37 19 50 106

Puntos de filay columna

Simétrico Normalizacién
20

Pate L ] Artibiograma
® ® Dista
Comida casera
1,57
Dieta barf
]

1,07
[ ]
=
b=l
C 05
E Sin crgcimiento
E L ]

Resistents
. Balaceaclo
0,04 L]
Mixta
.
0,57
Sensible
L]
10 T T T T
-1,0 05 00 03 1.0 13 20

Dimension 1

llustracion 4 . Representacion lineal de la asociacion de las variable alimentacion/
positividad
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En el siguiente grafico de dispersion se puede observar que no hay una fuerte relacion lineal
entre las dos variables, puede haber una relacion no lineal entre las variables, el tipo de
antibiograma parece tener un efecto en la relacion entre las dos variables. Para obtener una
comprension mas completa de la relacion entre las variables, se recomienda realizar un

analisis estadistico mas detallado.

DIETAS DE ANIMALES

Sensible M Resistentes Muestreados

llustracion 5 Representacion en barras de las variables alimentacion/ positividad

En el afio 2021 en Cuenca, Ecuador Rubio conjunto con sus colaboradores (19) desarrollaron
una investigacion sobre la presencia de enterobacterias en alimentos balanceados de
mascotas, mediante cultivos selectivos y diferenciales pudieron determinar cepas de E. coli
en un porcentaje del 6,7% y Salmonella spp. En un total de 36.7% de las muestras. En el afio
2021, en Szczecin, Polonia, se llevd a cabo un analisis microbiol6gico de piensos para
mascotas que resaltd la presencia de E. coli como un potencial riesgo de colonizacion en estos
animales (29) Asimismo, en una investigacion realizada en Costa Rica en 2019, centrada en
la evaluacion microbiologica de la inocuidad de los alimentos, se analizaron 25 muestras de

balanceado, de las cuales dos dieron positivo para la presencia de E. coli (30).
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4.4 VARIABLE AUTOMEDICACION DE LA MASCOTA Y RESULTADO
ANTIBIOGRAMA.

Tabla 4 Cruce de tabla de la variable automedicacion/ positividad.

Automedicacion*Antibiograma tabulacion cruzada

ANTIBIOGRAMA TOTAL
RESISTENTE SENSIBLE SIN
CRECIMIENTO
Automedicacion Si Recuento 3 7 7 17
% dentro de 8,1% 36,8% 14,0% 16,0%
Antibiograma
No Recuento 34 12 43 89
% dentro de 91,9% 63,2% 86,0% 84,0%
Antibiograma
Total Recuento 37 19 50 106
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Antibiograma

Tabla 5 Prueba de chip cuadrado de Pearson.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintotica (2
caras)
Chi-cuadrado de Pearson 7,9892 2 ,018
Razén de verosimilitud 7,014 2 ,030
Asociacion lineal por lineal ,316 1 ,574
N de casos validos 106

Para poder determinar la existencia de relacion entre las variables automedicacién/

positividad, donde se obtuvo el valor p de ,018 es menor que el nivel de significancia de 0.05,

lo que indica que existe una asociacion significativa entre las variables segun la prueba de

chi-cuadrado de Pearson.
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Automedicacion del animal

120.00%
100.00%
80.00%
60.00%
20.00%

Automedicacion Sin automedicacion Total

m Resistentes 8.10% 91.90%
m Sensibles 14.00% 86.00% 100%
B Resistentes  m Sensibles

THustracion 6 Variable automedicacion/ Resistencia.
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4.5 VARIABLE COLONIZACION DE LA MASCOTA.

Tabla 6 Cruce de tablas colonizacion mascota

Hospitalizacion del dueio* Antibiograma tabulacion cruzada

Antibiograma Total
Resistente Sensible Sin
crecimiento

Hospitalizacion si Recuento 11 2 19 32

del dueiio % dentro de 29,7% 10,5% 38,0%  302%
Antibiograma

no Recuento 26 17 31 74

% dentro de 70,3% 89,5% 62,0% 69,8%
Antibiograma

Total Recuento 37 19 50 106

% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%  100,0%
Antibiograma

Pruebas de chi-cuadrado
Valor gl Sig. asintotica (2
caras)
Chi-cuadrado de Pearson 4,9372 2 ,085
Razon de verosimilitud 5,614 2 ,060
Asociacion lineal por lineal 914 1 ,339
N de casos validos 106

Tabla 7 Chip cuadrado de Pearson.
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En el andlisis estadistico del chip cuadrado de Pearson no encontr6 evidencia suficiente para
concluir que las dos variables estan relacionadas (p > 0,05). Tampoco hay evidencia de una

asociacion lineal entre las variables (p > 0,05).

Colonizacion del animal

120
100
20
60
a0 106
20 0 11 I B 2 gl gl
] | S
RESISTENTES SENSIBLES
sl no
Hospitalizacion del
duefio®Antibiograma Hospitalizacion del duefio tota
tabulacién cruzada
m Resistentes 0 11 2
Sensibles 26 17
Muestreados a7 19 106

| Resistentes Sensibles Muestreados

llustracion 7 Grafico de barras de la variable colonizacion del animal.

38



5. CONCLUSIONES

Del total de los animales muestreados el 34.9% (37) dieron positivos a BLEE, en la
cual se identificaron con mayor frecuencia la cepa E. coli, mostrando el mayor indice

de prevalencia en las muestras tomadas de los animales.

Se pudo determinar que el mayor indice porcentaje de animales BLEE positivos estan
entre los 24 a 36 meses de edad en su mayoria animales que han sido rescatados de

situacion de calle.

La colonizacién de BLEE puede estar relacionada debido al entorno de crecimiento
de los animales asi mismo también entre la intima relacion de mascota- duefio, es
decir que lo humanos pueden también ser causantes de que el animal se colonice,
debido a los malos hébitos de higiene, hospitalizacion, personal médico, dietas

alimentarias contaminadas.

Mediante esta investigacion, se ha confirmado que los animales estan ya colonizados
por bacterias resistentes, lo que amplia significativamente el campo de distribucion
de las BLEEs (Betalactamasas de espectro extendido), las cuales inicialmente se

encontraban exclusivamente en humanos.

39



6. RECOMENDACIONES

o Continuar con futuras investigaciones sobre BLEE en felinos ampliar la
poblacién y muestra, tomando también como referencias a las mascotas de zonas
rurales, es decir que no hayan tenido ningun tipo de visita médicas para poder
comprobar si existe un tipo de la relacién con el entono del animal —

colonizacion.
« Utilizar técnicas de biologia molecular para identificar genes BLEE (CTX-M,
SHV, TEM).
o Mejorar la bioseguridad en el proceso de elaboracion de alimentos procesados

ya que son altamente contaminantes al entrar en contacto con diversas superficies

también al momento de almacenar y expender al publico.
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8. ANEXOS
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llustracion 8 pesaje de suplemento para
llustracion 9 Agar chromogenic BLEE y agar BLEE.
suplemento
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llustracion 10 Esterilizacion de cajas Petri

llustracion 11 Preparacion de Agar BLEE
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llustracion 13 Vaciado de agar en

llustracion 12 Agar llevado a ebullicion. ' '
cajas Petri.

Tlustracion 14 Siembra de la muestra. - — ;
llustracion 15 Crecimiento de colonia en agar

BLEE.
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llustracion 17 Crecimiento de colonias en agar
BLEE.

Tlustracion 16 Crecimiento de
colonias en agar BLEE.

llustracion 18 Preparacion de la dilucion de

llustracion 19 Agar mueller. bacteria para antibiograma
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Tlustracion 20 Medicion McFarland

llustracion 21 Prueba de doble llustracion 22 Lectura de antibiograma.
disco.
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