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RESUMEN

El objetivo de este estudio, fue identificar la presencia de genes de resistencia a
antibioticos emergentes en aislados de E coli procedentes de caninos, por medio de la
técnica PCR multiplex. EI muestreo se realizo entre los meses de enero y marzo del 2018,
en muestras de caninos de clinicas veterinarias de Ambato, provincia del Tungurahua. Se
realiz6 hisopados rectales de un total de 148 caninos muestreados, de acuerdo a su
procedencia clinica fueron 68 muestras de caninos sanos, 40 con enfermedades
gastrointestinales, 11 con enfermedades respiratorias, 13 con enfermedades
dermatoldgicas, 2 con enfermedades metabdlicas y 14 con otras afecciones; y de acuerdo
a su origen, 105 caninos fueron domésticos y 43 fueron callejeros. Se aislaron 114 cepas
de E. coli resistentes a ceftriaxona, procedentes de 61 animales, luego fueron analizadas
mediante PCR multiplex, se evaluaron 7 genes de resistencia a antibioticos de interés en

medicina veterinaria y salud publica (blakpc, blanom, blaime, blaoxa-4s, mcr.1, sully tetA).

A partir del 41.21% (61/148; 1.C. 95%: 33-48) de animales muestreados, se aislaron cepas
de E. coli con fenotipo de resistencia a ceftriaxona. Mediante la técnica de PCR multiplex
se detect6 un porcentaje del 6.14% (1.C 95% 1.7-10) de cepas de E. coli, portadoras del
gen mcr-1. No se detectaron amplificaciones positivas de genes de productores de
carbapenemasas. Adicionalmente, el 29.82% (1.C 95% 21-37) presenta el gen de
resistencia a sulfonamidas sull, y el 55.26 (1.C 95% 46-64) dispone del gen de resistencia
a tetraciclinas tetA. Los aislamientos de E. coli mcr-1 positivo fueron aislados en perros
sanos y con distemper canino; asi como de animales domésticos y callejeros. Es necesario
complementar la presente investigacion, con la finalidad de detectar las vias de
diseminacion de los clones portadores del gen mcr-1, y evaluar si existe algln tipo de
relacion clonal entre aislamientos clinicos y veterinarios portadores de este gen y los

aislados obtenidos en el presente estudio.

Palabras clave: Escherichia coli, mPCR, PCR, mcr-z, ceftriaxona, caninos.



SUMMARY

The aim of this research was the identification of the presence of emerging antibiotic
resistance genes (ARGS) in E. coli isolates from canines, using the multiplex PCR
technique. The study was screened between January and March of 2018, in canine
samples from veterinary clinics in Ambato, Tungurahua, Ecuador. Rectal swabs was
collected from 148 canine samples. According to clinical origin, were 68 healthy canine
samples, 40 with gastrointestinal diseases, 11 respiratory diseases, 13 dermatological
diseases, 2 metabolic diseases and 14 with other conditions. According with their origin,
105 canines were domestic and 43 stray dogs. We isolated 114 strains of E. coli resistant
to ceftriaxone from 61 animals. Later, multiplex PCR was performed (7 ARGS) to
antibiotics of interest in veterinary medicine and public health were evaluated (blakec,

blanowm, blaimp, blaoxa-as, mer-1, sully tetA).

From 41.21% of sampled animals (61/148; 95% CI: 33-48), E. coli strains with
ceftriaxone resistance phenotype were isolated. Using the multiplex PCR technique,
6.14% (1.C 95% 1.7-10) of strains of E. coli was carrying the mcr-1 gene. No positive
amplifications of carbapenemase producing genes were detected. Additionally, 29.82%
of isolates (I.C. 95% 21-37) presents the sulfonamide resistance gene sull, and 55.26%
of isolates (95% CI 46-64) has the tetracycline resistance gene tetA. Isolates of E. coli
mcr-1 positive were isolated in healthy dogs and with canine distemper; as well as
domestic and street animals. It is necessary to complement the present investigation, in
order to detect the routes of dissemination of the clones carrying the mcr-1 gene, and to
evaluate if there is any kind of clonal relationship between clinical and veterinary isolates

carrying this gene and the isolates obtained in the present study.

Key words: Escherichia coli, mPCR, PCR, mcr-1, ceftriaxone, dogs.



CAPITULO |
INTRODUCCION

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, del inglés World Health
Organization), el problema de la resistencia a antibiéticos, a nivel mundial es considerado
de elevada prioridad sanitaria. Considerando esta problematica, dicha organizaciéon ha
redactado un Plan de Accion Global frente al problema de la emergencia de las
resistencias a antibidticos. Con la finalidad de cumplimentar estas metas, se considera
estudiar el problema desde diferentes sectores y actores, que incluyan a la medicina
humana, veterinaria, agropecuaria, financiera, ambiental y de los consumidores
(Minnesota Department of Health, 2017; Queenan et al., 2016; World Health
Organization, 2015b).

El uso excesivo de antibidticos en el sector pecuario y sanitario, asi como una incorrecta
prescripcion y gestion de residuos, provocé un escalado en las frecuencias de resistencia
de diferentes bacterias alrededor del mundo, originando uno de los mayores problemas
de salud publica del siglo XXI (World Health Organization, 2017). Las densidades de
estos compuestos en muchos ambientes, provocan una modificacién de la estructura del
microbioma, generando nuevos clones y manteniendo las poblaciones bacterianas
resistentes (Gullberg et al., 2011; Gullberg et al., 2014; Sandegren, 2014).

La diseminacion descontrolada de resistencia antimicrobiana causada por f-lactamasas
de espectro extendido (BLEE) es un problema significativo para la salud publica (Mattar
& Martinez, 2007). Actualmente, el 70% de bacterias causantes de infecciones
nosocomiales muestran resistencia, minimo a un antibiotico usado comdnmente en sus
tratamientos (Benavides, Aldama & Vazquez, 2005). Existe evidencias de una clara
modificacion del microorganismo y de resistencia global, debido al uso y sobreuso de
antibioticos en el sector sanitario y veterinario ( Rojas, Le6n y Ramirez, 1972). La
diseminacion de genes multirresistentes se da por varios factores, tales como el
inadecuado control de infecciones en los hospitales, la predisposicion de hospitalizar
pacientes gravemente enfermos, la migracion excesiva y el sobreuso de antimicrobianos
(Benavides et al., 2005).

Las bacterias zoonoticas representan un area de estudio de especial importancia sanitaria,
ya que estos microorganismos tienen el potencial de transmitirse entre animales y

humanos. Dichos patdgenos pueden encontrarse en animales asintomaticos y en animales
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enfermos (Pantozzi, Moredo y Vigo, 2010). Existen diversas bacterias zoonoticas;
especial importancia tienen las enterobacterias, tales como: Escherichia coli, Klebsiella
sp, Proteus mirabilis, Enterobacter sp. Ademas, otros géneros como: Salmonella sp,
Brucella sp, Campylobacter sp (Gdmez, 2013). La bacteria Escherichia coli, por lo
general, es el agente patdgeno con mayor predisposicién de causar infecciones, tanto en
los animales como en el hombre, debido a que es un constituyente normal de la microbiota
intestinal y tracto urogenital de estos individuos (Bentancor, 2006) Los caninos y felinos,
son considerados una fuente de contaminacion para humanos, debido a que se encuentran
en contacto continuo con estas especies. Diversos estudios sefialan que dichas especies
suelen portar E. coli Verocitotoxigénico (VTEC), en su piel, heces y pelo (Fernandez,
Etcheverria, Padola & Parma, 1999). Las cepas de E. coli Shigatoxigénicas (STEC), se
consideran parte de la microbiota de tres especies de rumiantes, tales como ganado bovino
(21,1%), ovinos (66,6%), caprinos (56,1), ademas de otras especies como felinos (13,8),
caninos (4,8%), porcinos (7,5%) y aves (<0,8%) (Bentancor, 2006).

La bacteria E. coli multirresistente representa un desafio desde el punto de vista clinico.
Los mecanismos asociados a esta bacteria estan ampliamente documentados en humanos.
Se encuentran disponibles estudios en los que se encuentra una relacién directa entre los
microorganismos presentes en especies diferentes que conviven en proximidad (Dolejska
et al., 2011). Considerando que los animales domesticos y los humanos se encuentran en
contacto directo, la comparticién de microorganismos entre humanos y mascotas puede

significar un elevado riesgo (Wagner, Gally, & Argyle, 2014).

Las bacterias multirresistentes son reservorios de multiples elementos genéticos (genes,
integrones, transposones, plasmidos) que confieren sus fenotipos de resistencia.
(Woodford, Turton, & Livermore, 2011). En la actualidad, son de especial interés
sanitario los genes codificadores de resistencias a los antibioticos colistina y a los
microorganismos productores de carbapenemasas, los cuales representan el ultimo
recurso en quimioterapia antibiotica para el tratamiento de infecciones severas (Johnson
& Woodford, 2013; Paterson & Harris, 2016; A. M. Queenan & Bush, 2007; Zhi, Lv, Yu,
Doi, & Liu, 2016). La diseminacién y evolucion de estos mecanismos de resistencia,
alrededor del mundo, esta creciendo de manera considerable. Motivo por el cual, es
necesario realizar evaluaciones epidemiolégicas que representen una alerta sanitaria

temprana.



El objetivo de esta investigacion es determinar la presencia de genes de resistencia a
antibioticos emergentes en aislados de Escherichia coli en caninos de la ciudad de
Ambato, provincia del Tungurahua, con la finalidad de evaluar la potencial diseminacién

de estos determinantes de resistencia en animales de compafiia de la provincia.



CAPITULO II

MARCO TEORICO O REVISION DE LITERATURA
2.1 ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

El estudio de la diseminacion de genes de resistencia a colistina y carbapenémicos, los
cuales son antibidticos utilizados como Ultimo recurso en el tratamiento por infecciones
bacterianas en el sector sanitario, es considerado de prioridad sanitaria por diferentes
agencias de control sanitario en el mundo (Centers for Disease Control and Prevention,
2017). La colistina (Polimixina E), ha sido utilizado en medicina veterinaria de manera
frecuente (Rossolini, 2015). La resistencia a colistina, genéticamente, habia sido
identificada Unicamente como mutaciones en el cromosoma bacteriano, y no habia sido
demostrada su transferencia entre bacterias (Catry etal., 2015). Sin embargo, en
noviembre del 2015 fue descubierto un mecanismo nuevo de resistencia a colistina,
mediada por un plasmido, Illamada mcr-1 (Liu et al., 2016). En los ultimos afios, se han
realizado una gran cantidad de investigaciones a nivel mundial que evidencian la elevada
diseminacion que tiene este gen en muestras de humanos, animales, alimentos y
ambientales (Skov & Monnet, 2016).

El gen mcr-1 fue identificado por primera vez a partir de un clon resistente a colistina en
China, aislado a partir de un hombre de 50 afios con glomerulonefritis en octubre del
2015. Este paciente trabajaba en una tienda de mascotas, por lo que se decidié hacer un
estudio del establecimiento para detectar la posible transmision de este gen entre animales
de compafiia y una persona. Se tomaron 55 muestras fecales de 39 caninos y 14 felinos
en la tienda de mascotas donde trabajaba el hombre. El aislamiento de E. coli se realiz6
en Agar MacConkey. Ademas, se prepararon muestras de ADN brutos de los
aislamientos, para realizar la prueba de PCR. Entre ellos, se detecto 6 positivos para mcr-
1 por PCR y secuenciacion (4 de caninos y 2 de felinos). Todos los aislamientos fueron
resistentes a colistina, cefalosporinas, Polimixina B, Gentamicina y Ciprofloxacina

mediante la técnica de dilucion en agar (Zhang, Doi, Huang, & Li, 2016).

Un estudio realizado recientemente en Cumana (Venezuela) tuvo como objetivo,
identificar el gen mcr-1 de E. coli en aislamientos de muestras fecales de humanos y
animales. Para lo cual se tomaron 93 muestras que fueron colectadas en agosto del 2015,

en el siguiente orden: heces fecales de clinicas humanas (16 muestras), heces fecales de



cerdos (17 muestras), caninos (8 muestras), aves de corral (16 muestras) y aguas
residuales (36 muestras). Posteriormente, se realizaron aislamientos de estas muestras en
agar MacConkey. Dos aislamientos fueron positivos al gen mcr-1 de E. coli, en el cual se
determind por Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR). Ademas, realizaron pruebas de
resistencia antimicrobiana, usando micro dilucién en placas de microvaloracién, en las
cuales se detectd resistencias a betalactamicos, aminoglicdsidos, fluoroquinolonas,

sulfonamidas, tetraciclinas y trimetoprim (Delgado, Ovejero, Abadia & Gonzalez, 2016).

Una investigacion realizada en Alemania, en el cual aislaron 62 cepas de E. coli,
previamente tomadas de muestras de humanos y animales, encontraron la presencia del
gen mcr-1 resistente a colistina en 4 aislamientos albergados proveniente de carne de
pavo. Ademas se establecid que hay una combinacion con el gen blactx-m, 10s cuales se
realizaron pruebas de transferencia mediante conjugacién, indicando que no fueron
transferibles, es decir ninguno de los genes fue plasmido-codificado (Falgenhauer et al.,
2016).

La resistencia a colistina mediada por el gen mcr-1 fue reportada por primera vez en
Ecuador en el afio 2016. La muestra fue obtenida del liquido peritoneal de un joven de 14
afios, el cual acudié al hospital con apendicitis. Posteriormente, se realizaron el
aislamiento de la bacteria E. coli. Por consiguiente, se realizaron pruebas bioquimicas
para la deteccién del gen y la resistencia a colistina con una concentracién minima
inhibitoria para la cepa fue de 8 mg/ml. Este gen fue susceptible a carbapenems y
resistente a tigeciclina, ademas esta cepa contenia el gen blacrx-m-s5 (Paredes, Barba, &
Zurita, 2016).

Las Enterobacterias resistentes a carbapenémicos (CPE, del inglés Carbapenemase-
producing Enterobactericeae), representan una de las principales preocupaciones de
salud publica, debido a que estos microorganismos son susceptibles a muy pocos
antibioticos (Rossolini, 2015). Los antibidticos carbapenémicos son considerados como
el dltimo recurso terapéutico frente a organismos Gram-negativos (Sekirov et al., 2016).
Sin embargo, la presencia de microorganismos resistentes a este tipo de compuestos se
encuentra incrementandose alrededor del mundo, desde su primera identificacion hace 20
afios (El Salabi, Walsh, & Chouchani, 2012; P. Nordmann, 2014; Piedra-Carrasco et al.,
2017; A. M. Queenan & Bush, 2007).



De acuerdo al Centro de Control y Prevencion de Enfermedades de los Estados Unidos
(CDC, del inglés Centers for Disease Control and Prevention), 2017 entre los organismos
de elevada prioridad a ser reportados, se incluyen a Enterobacterias productoras de
carbapenemasas que contienen los genes KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemasas),
NDM-1 (New.Delhi Metallo-beta-lactamasas), OXA-48 (Oxacillinasa-48), mcr-1
(Plasmid-mediated Colistin Resistance), VIM (Verona Integron-Encoded Metallo-beta-

lactamasa) (Centers for Disease Control and Prevention, 2017).

Uno de los recientes NDM-1 descritos en 2009, fue de un paciente de origen indio
hospitalizado en Suecia el cual regresaba de Nueva Delhi, en una cepa de Klebsiella
pneumoniae tomada de una muestra de orina (Yong et al., 2009). Las cepas de NDM-1,
fueron resistentes a casi todos los antibidticos excepto a tigeciclina y colistina. Estas beta-
lactamasas después fueron descritas en varias cepas bacterianas, especialmente en
enterobacterias: no solo en Klebsiella sino también E. coli, Acinetobacter baumanni y

Pseudomonas aeruginosa (Johnson & Woodford, 2013).

El primer reporte de un NDM-1 organismo productor en medicina veterinaria fue en un
asilamiento de E. coli perteneciente a un gato. Ademas estos autores describen 5 NDM-1
de origen canino (Shaheen, Nayak, & Boothe, 2013). Los factores de riesgos para adquirir
NDM-1 positivos incluyen personas con historial de viajes al subcontinente indio. El
primer reporte de OXA-48 en aislamientos de E. coli y Klebsiella pneumoniae en
medicina veterinaria fueron descritos en Alemania en 6 perros con infecciones

nosocomiales (Stolle et al., 2013).

Setenta y cinco muestras de heces fecales de mascotas sanas (39 de caninos y 36 de gatos)
fueron tomadas en un estudio realizado en Portugal, el objetivo de este estudio fue
determinar los genes resistentes de E. coli a tetraciclinas. Un total de 144 aislamientos de
E. coli fueron determinados (78 de caninos y 66 de gatos), mostrando los siguientes
resultados: El 20 % de los aislados mostraron resistencia a tetraciclina, y el 12-15%
resistencia a ampicilina o estreptomicina. Ademas, se detectaron genes de 3-lactamasa en
todos los aislados resistentes a ampicilina (17 %) y se detectd un gen blatem en 12 de
ellos. Otros dos de estos aislamientos resistentes a la ampicilina de un canino mostraron
resistencia a cefotaxima y aztreonam y albergaron los genes que codifican B-lactamasas
CTM-X1 y OXA-30. También se encontraron genes tet (A) y/o tet (B) en todas las cepas

resistentes a tetraciclinas (Costa, Poeta, Saenz, Coelho, Matos & Vinuéd, 2008).



CPE vy otras bacterias productoras de carbapenemasas han aparecido de manera limitada
en humanos, pero también se han descrito en animales, de especial importancia en
animales de granja. Un estudio sobre la presencia de Pseudomonas aeruginosa con VIM-
2 y Acinetobacter baumanni con OXA-23, fue reportado recientemente en Libano en
animales de produccion (Fischer et al., 2012). Existen casos raros de CPE encontrados en
animales de compafiia, especificamente en tres estudios que fueron detectados E. coli
productor de OXA-48 Y Klebsiella pneumoniae en perros de Alemania (Stolle et al.,
2013), NDM-1 productor de E. coli de perros y gatos en Estados Unidos (Shaheen et al.,
2013) Hoy en dia, existen pocos estudios sobre CPE en animales de compafiia por lo que
se debe realizar mas investigaciones para determinar la existencia de estos genes de
resistencia, que son un grave problema para la salud publica y sanitaria (Gonzalez-
Torralba et al., 2016).

2.2 MARCO CONCEPTUAL
2.2.1 Variable Independiente

Existen evidencias cientificas que correlacionan una mayor probabilidad a detectar
enterobacterias con potencial patogénico en animales callejeros, que en animales de casa
(Tamang et al., 2012; Tsai, Huang, Lin, Lien, & Chou, 2007). En base a esta evidencia,
en este estudio se plantea evaluar las diferencias existentes en los perfiles de resistencia
a antibidticos emergentes, de aislados de Escherichia coli de perros que proceden de dos

habitats diferentes: perros callejeros y perros de casa.

2.2.2 Escherichia coli
Es un bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae. Esta bacteria coloniza el intestino después del nacimiento tanto en
humanos como en animales, siendo asi un microorganismo de microbiota normal, pero
existen cepas que son patdgenas y causan dafio al hospedador (Willey, Sherwood,
Woolverton, & Prescott, 2017).

Caracteristicas Generales
Bacilo Gram negativo
Anaerobio facultativo

Son moviles (flagelos peritricos)

Catalasa positivo

- £ F <

Oxidasa negativo



No forman esporas

Son capaces de reducir nitratos a nitritos.

Miden 0,5 u de ancho por 3 u de largo.

Tienen la capacidad de fermentan glucosa y lactosa con produccién de gas.

Generan colonias de color rosado en agar MacConkey.

- F F & &

Producen colonias de brillo metdlico en Agar E.M.B (eosina y azul de
metileno) (Becton Dickinson BD, 2013; Willey et al., 2017).

2.2.3 Variable Dependiente

De acuerdo a sus caracteristicas genotipicas, cada aislado de E. coli presentara un patron
de resistencia, el cual dependera de su codificacidn genética. En este estudio, planteamos
la deteccion de los genes de resistencia a: colistina (mcr-1) y betalactamasas productoras
de carbapenemasas (blakpc, blanowm, blamve, blaoxa-ss, blavim), asi como de los genes de

resistencia a tetraciclina (tetA) y de resistencia a sulfonamida (sull).
v B-lactamasas tipo Carbapenemasas

Existen dos tipos de carbapenemasas: carbapenemasas tipo serina, debido a que poseen
un resido de serina en un sitio activo y las metalo- B-lactamasas, estas enzimas requieren
cationes divalentes en su sitio activo, como el zinc, siendo un cofactor para su actividad

enzimatica.

Ademas las carbapenemasas tipo serina se subdividen: serin-carbapenemasas clase A del
tipo SME, IMI-1 y NMC-A; serin-carbapenemasas del tipo KPC; serin-carbapenamasas
del tipo GES-2 y carbapenemas del tipo serina de la clase D (oxacilinasas).

Las serin-carbapenemasas clase A tipo SME, IMI-1 y NMC-A, tienen las siguientes
caracteristicas: 1. Tienen gran capacidad hidroliticas frente a imipenem que meropenem;
2. Generan resistencia a aztreonam pero no a las cefalosporinas de tercera generacion; 3.
Se inhiben con acido clavulanico, y 4. se encuentran en los cromosomas bacterianos y

suelen inducirse.

Las serin-carbapenemasas del tipo KPC, sus genes codificadores fueron encontradas en
plasmidos. Tienen alta actividad hidrolitica frente a aminopenicilinas, ureidopenicilinas,
aztreonam y los carbapenems, y una minima actividad hidrolitica frente a cefalosporinas

de tercera generacion.
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La serin-carbapenemasas del tipo GES-2, apare debido a la sustitucion de aminoacidos de
la GES-1, que pertenece al grupo de B-lactamasas de espectro extendido no derivados de
TEM o SHV, hasta el momento se ha reportado en una cepa de Pseudomonas aeruginosa

en Sudafrica.

Las carbapenemasas tipo serina de la clase D (oxacilinasas). Poseen hidrdlisis leve a
imipenem y meropenem, no hidrolizan cefalosporinas de espectro extendido y aztreonam,

con excepcion de OXA- 27. Se inhiben con &cido clavulanico, con excepcion de OXA-23.

Las metalo- B-lactamasas poseen dos familias importantes, la VIM y la IMP. Estas metalo-
B-lactamasas transfieren sus genes casetes mediante integrones tipo 1 y en algunas

ocasiones por medio de plasmidos o transposones.

La primera metalo- B-lactamasa fue aislada en Japdn en 1991, en una Pseudomona
aeruginosa en un plasmido. Estas generan resistencia a los B-lactamicos (oxiimino
cefalosporinas, cefamicinas y carbapenem), aminoglicosidos y quinolonas, ademas tienen
sensibilidad variable al aztreonam. Un caso detectado en Colombia, identifico la VIM-2

y la VIM-8 en Pseudomonas aeruginosa (Suarez, Kattan, Guzman, & Villegas, 2006).
v Resistencia a Colistina

Actualmente, se ha registrado el gen denominado mcr-1 (Plasmid-mediated Colistin
Resistance) que genera resistencia a colistina/Polimixina y que se localiza en elementos

genéticos moviles (plasmidos).

El gen mcr-1, que codifica la enzima de la familia de la fosfoetanolamina transferasa, es
la encargada de modificar la estructura del lipido A de la pared bacteriana y asi impide la
interaccion de la bacteria con las polimixinas, provocando resistencia in vitro e in vivo
(Caniaux, van Belkum, Zambardi, Poirel, & Gros, 2017).
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CAPITULO Il
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS
H1: Existe la presencia de genes resistentes a antibioticos emergentes en aislados de

Escherichia coli en caninos de la ciudad de Ambato.

3.2 OBJETIVOS GENERAL Y ESPECIFICOS
3.2.1 Objetivo General:
e Determinar la presencia de genes de resistencia a antibioticos emergentes en
aislados de Escherichia coli en caninos de la ciudad de Ambato, provincia del
Tungurahua, con la finalidad de evaluar la potencial diseminacion de estos

determinantes de resistencia en la provincia.

3.2.2 Obijetivos Especificos:
e Aislar e identificar Escherichia coli en aislamientos de caninos.
e Detectar la presencia de genes de resistencia a antibioticos emergentes en los
aislados de E. coli por medio de PCR multiplex.
e Evaluar las diferencias entre los perfiles de resistencia a antibiéticos emergentes

entre aislados de E. coli de animales domesticos y de animales callejeros.
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS
4.1 UBICACION DEL ENSAYO

4.1.1. Localizacion del area de estudio (muestreo)

La recoleccion de muestras de andlisis, fueron tomadas en 3 diferentes clinicas
veterinarias, pertenecientes a la ciudad de Ambato, provincia del Tungurahua (nombres
no revelados por concepto de confidencialidad); ademas en 3 diferentes albergues de
animales callejeros de la misma ciudad, y en el hospital veterinario de la Universidad

Técnica de Ambato, Facultad de Ciencias Agropecuarias.

Ambato posee una superficie: 35 km?, una altitud de 2577.067 msnm, longitud W 78°
3771177, latitud SUR 1°14°30"". Su poblacién es de 330.000 habitantes aproximadamente

.Su temperatura media es de entre 12 - 20°C.

4.1.2. Localizacion del laboratorio

La experimentacion de este estudio se llevd a cabo en los laboratorios de investigacion
de bacteriologia, quimica, laboratorio de microbiologia ambiental y agricola y biologia
molecular, pertenecientes al Centro de Investigaciones Agropecuarias de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato, ubicada en el sector
Querochaca, cantdn Cevallos, provincia de Tungurahua, ubicado a 19 km de la ciudad de
Ambato, con las siguientes coordenadas geograficas: 1°2202” de latitud Sur y 78°36°20”

de longitud Oeste, altura de 2860 msnm, de clima templado.

4.2 CARACTERISTICAS DEL LUGAR

Los laboratorios cuentan con condiciones de ambiente controlado, conservandose a una
temperatura promedio de 20°C y una humedad del 48%. El detalle de las condiciones de
incubacidn bacterioldgica y reacciones moleculares son detalladas para cada experimento

en el apartado 4.7. Variables respuesta.
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43 EQUIPOS Y MATERIALES

EQUIPOS DE LABORATORIO

DETALLE CANTIDAD #
Autoclave M11 UltraClave MIDMARK 1
Balanza analitica Cap. 150 g (19) 1
Estufa bacterioldgica +5°C-120°C 1

Termociclador Life Technologies Simply 1
Amp

Transiluminador UV enduro TM GDS 1
Tower

Céamara de electroforesis OWL Easycast 1

Thermo Scientific

1
Mechero Bunsen

1
Fuente de poder

1
Nevera (4°C)
Congelador (-20°C) 1

Cabina de flujo laminar Bioseguridad 2 1
Thermo Scientific
Microcentrifuga Sorvall Legend Microi7 1

INSTRUMENTOS DE LABORATORIO

Caja de portaobjetos 2
Espatula 2

Asa de inoculacion 2




Matraz de 300 mL

Cajas mono Petri plasticas
Pipetas x 10 ml

Mechero de alcohol

Gradilla

Juego de pipetas automaticas

Puntas para pipetas

200

1 de cada tipo

Tubos para microcentrifuga 1000
Tubos 0.2 mL para PCR 500
Tubos de ensayo 40
Tubos de ensayo con tapa 30
Hisopos de plastico x 15 cm 400
REACTIVOS DE LABORATORIO

Agar MacConkey 500 g
Agar Levine 500¢g
Agua peptonada 159
TSI 125 ¢
Prueba de Indol 100 g
Prueba de urea 100 g

Agua oxigenada

1 frasco 100 mL

Prueba de Citrato

100 g
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REACTIVOS PARA PCR

Puntas de pipetas 200 ul
Puntas de pipetas 20 ul

Ultrapure TM 10X TBE buffer 1L
Invitrogen
DREAMTAQ master mix

Microtubos eppendorf microamp

500 unidades

500 unidades

1 unidad

4 unidades

1000 unidades

INSUMOS

Termo de transporte 10 L
Cofias

Mascarillas

Guantes de examinacion
Gafas protectoras (esterilizables)
Cinta testigo de esterilizacion
Cinta adhesiva auca de papel
Papel filtro

Papel de esterilizacion

Papel aluminio

Hilo chillo

Alcohol antiséptico

Gel anti-bacterial

Jabén liquido

Cloro

caja x 100 unidades
caja x 100 unidades
8 cajas x 50 pares

2 unidades

1rollo

2 rollos

1 pliego

6 pliegos

4 rollos

1 bobina 250 g

1 litro

1 frasco

1 frasco

1 galon
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Algodon 1 bolsa x 500 gr

Gasa 1 Rollo 06 x 100 m

MATERIALES DE ESCRITORIO

Computadora 1
Camara fotografica 1
Hojas de papel bond A4 1 paquete
Impresora 1
Esferos 5 unidades
Ficha para toma de muestras 30

4.4 Factores en Estudio

e Genes de Resistencia Antimicrobiana: blakec, blanom, blaive, blaoxa-as, blavim,

mcr-1, tetA y sull.

45  Tratamientos
No existen tratamientos, debido a que este es un estudio descriptivo, en que se obtuvo
muestras de diferentes animales (domésticos y callejeros) que fueron tratados en
diferentes clinicas veterinarias de la ciudad de Ambato. De dichos animales, se
realizaron aislamientos selectivos de E. coli, en donde después se evalud la presencia

de genes de resistencia a antibidticos.

4.6  Disefio Experimental
En base a los resultados obtenidos se efectu6 una estadistica descriptiva (prevalencia
de bacterias resistentes, prevalencia de genes de resistencia, intervalos de confianza).

Por la naturaleza de la investigacion no se realizé un disefio experimental.

4.7  Variable respuesta
Identificacion de genes de resistencia. Para el cual se aplico el siguiente

procedimiento:
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a)
v

Toma de muestras

Las muestras fueron obtenidas de caninos sin distincion de sexo, raza y edad,
atendidos en 3 diferentes clinicas veterinarias, pertenecientes a la ciudad de
Ambato (nombres no revelados por concepto de confidencialidad); ademas en 3
diferentes albergues de animales callejeros de la ciudad de Ambato, y en el
hospital veterinario de la Universidad Técnica de Ambato, Facultad de Ciencias
Agropecuarias, ubicado en el canton Cevallos (10 km de Ambato).

Se colecté una poblacion de 148 muestras, el cual 112 muestras fueron
procedentes de clinicas veterinarias, 33 muestras de refugios animales y 3
muestras del hospital veterinario, teniendo en cuenta que presentaron diferentes
tipos de afecciones (bacterianas, virales, respiratorias, digestivas, metabolicas,
dermatoldgicas, entre otras). El detalle de la anamnesis se encuentra en la tabla 6.
Antes de la toma la muestra, se realizd una inspeccion general del estado del
animal para determinar si posee alguna patologia, y luego se procedié a tomar una
muestra de cada individuo.

La muestra fue colectada mediante hisopado rectal, posteriormente se le colocd
en un tubo de ensayo con tapa, el cual contenia en su interior 5 ml de medio PBS,
tampon fosfato (Phosphate Buffered Saline), por sus siglas en inglés y luego se
transportaron en cajas térmicas con hielo artificial hasta el laboratorio de
bacteriologia, perteneciente a la Universidad Técnica de Ambato, facultad de
Ciencias Agropecuarias, carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia.

Las muestras fueron identificadas con informacion basica como: clinica
veterinaria, procedencia, estado del animal, nimero de muestra, observaciones, y

antibioticos aplicados anteriormente.

b) Preparacion de medios de aislamiento

Aislamiento Bacteriano en Agar Levine

Una vez homogenizada las muestras con medio PBS, se procedio a realizar el aislamiento
de E. coli. Se introdujo en el medio con una asa estéril por flameado directo, se procedio
a realizar una siembra en Agar Levine con una concentracion de 5 pg de Ceftriaxona/mL,
en cuatro cuadrantes mediante la técnica de estria escocesa, posteriormente fueron

incubados a 37°C durante 24 horas.
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e Aislamiento Bacteriano en Agar Mac Conkey
Las muestras en las que se observaron crecimiento bacteriano, se tuvo en cuenta, las
colonias que muestren un color negro verdoso con brillo metélico, posibles sospechosas
a E. coli. Posteriormente se tomaron 2 colonias de este medio y luego se realizo la siembra
en agar MacConkey con la misma concentracion de antibiético mencionada
anteriormente y mediante la misma técnica de siembra, luego fueron incubados a 37°C

durante 24 horas.

En la tabla 1 se muestran los resultados esperados del aislamiento en agar selectivo y
diferencial (Sneath, Mair, Sharpe, & Holt, 1986).

Tabla 1. Aislamiento de Escherichia coli en agar selectivo y diferencial.

Medio de cultivo Presencia Ausencia

Agar Levine Verdosas con o sin presenciade  Mucosa, rosa purpura
brillo metélico y centro negro (Klebsiella pneumoniae).

azulado.

Agar MacConkey  Fermentadores de lactosa: No fermentadores de lactosa:
colonias rosadas-rojizas. colonias del color del medio,

incoloras (Salmonella spp).

Fuente: (Sneath et al., 1986)

¢ Aislamiento bacteriano en Agua Peptonada
Se procedio a observar el crecimiento en este medio, determinando que las colonias
presenten un color rosado, que significa lactosa positiva. Se selecciond la colonia que esté
bien separada de las demas y que tenga forma bien definida, posteriormente se tomé una
alicuota de cada crecimiento y se le colocé en un tubo con 5 mL de agua peptonada y 2.5

ul de Ceftriaxona, finalmente se dejo a incubar a 37°C durante 24 horas.
¢) Almacenamiento de colonias bacterianas sospechosas

Las colonias bacterianas sospechosas a E. coli, se conservaron por criopreservacion a -
20°C. Previamente se inocul6, e incubd, como se menciona anteriormente, consiguiente

se afiadio glicerol hasta obtener una concentracion del 30%, el cual, se afiadié 700 pl del
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cultivo, mas 300 pl de glicerol, luego se colocd en tubos crioviales de 1,5 mL por stock

y posteriormente se realiz6 pruebas bioguimicas (Ashwood-Smith, 1985).
d) Tincion Gram

Lugo se procedié a tomar una alicuota de la bacteria aislada con un asa de cultivo
previamente estéril y se colocé en un porta-objetos, se agreg6é una gota de solucién

fisiologica y se fijo el frotis con la ayuda de un mechero.

Se afiadio sobre el frotis una gota de violeta de genciana, se dejo actuar por un minuto,
luego se procedio a limpiar la ldmina con agua corriente, se afiadié una gota de lugol y se
repitié el mismo procedimiento. Una vez limpiada la muestra, se agreg6 una solucion de
alcohol-acetona y se dejo actuar por 10 segundos se lavé con agua corriente, y finalmente
se aplico un colorante de contraste como la safranina se dejo actuar por 30 segundos y se
lav6 con agua corriente y se observo en el microscopio. En el cuadro 2 se muestran los

resultados esperados de la Tincion Gram (Willey et al., 2017).

Tabla 2. Identificacién de colonias mediante tincion Gram.

Identificacion bacteriana Presencia
Gram-negativo Colonias color granate o rojo- rosadas
Gram positivo Colonias color violeta azulado

Fuente: Willey et al. (2017)

e) Pruebas Bioquimicas
Las colonias sospechosas de E. coli obtenidas en agar Levine y MacConkey se confirmé

con las siguientes pruebas bioquimicas:

Antes de realizar las pruebas bioquimicas, se requiere que los aislados sean sembrados e
incubados a 37°C durante 18-24 horas (Sneath et al., 1986).

e Agar Hierro Tres Azucares (TSI)

Fundamento: determina la capacidad de un microorganismo de fermentar hidratos de

carbono en un medio de crecimiento con o sin produccion de gas. Cuando se produce
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fermentacion de este medio provoca acidificacion con cambio del indicador (rojo fenol)

al amarillo.

Detecta produccién de sulfuro de hidrégeno (SH.), por ennegrecimiento del medio debido

a la formacién de sulfuro ferroso.
Técnica:

+ Se inocul6 la superficie del medio con estria y el fondo mediante puncién con la
ayuda de una aguja de siembra previamente esteril.

+ Se incubd a una temperatura de 37°C.

+ Posteriormente se interpretd los resultados luego de 24 horas post incubacion
(Laboratorios Britania, 2012).

e Utilizacién de Citrato

Fundamento: se utiliza para determinar la capacidad de un microorganismo de utilizar

citrato como fuente de carbono, para el metabolismo, generando alcalinidad.
Técnica:

+ Se inocul6 la superficie del pico con estria solamente, no se inoculd el fondo.
# Se incub6 a 37°C por 24 h (MacWilliams, 2012).

e Prueba de Catalasa

Fundamento: Es una hemoproteina de estructura similar a la hemoglobina, con la
diferencia que las moléculas de hierro se encuentran en estado oxidativo en lugar de
reducido, con excepcidn en estreptococos. La mayoria de bacterias aerobias y anaerobias
facultativas poseen esta actividad (Fernandez et al., 2010). La catalasa es una enzima
capaz de descomponer el peréxido de hidrégeno en agua (H202 — H20 + O3), siendo

evidente esta reaccion por la formacion de burbujas de gas (Rojas, 2011).
Técnica

% Se colocd sobre un portaobjetos una colonia de un cultivo en 24 horas.
+ Se Adiciono sobre este 2 gotas de perdxido de hidrogeno al 3% (Willey
etal., 2017).
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e Prueba de Indol

Fundamento: es un producto del metabolismo del triptéfano. Cuando el indol detecta la
presencia de este aminoacido en un medio se combina con diferentes aldehidos y forma
un compuesto coloreado. Como indicador de la existencia de aldehido, se usa el reactivo

de Kovacs (Macwilliams, 2013).
Técnica

+ Se generd biomasa en agua peptonada con la bacteria a evaluar (en cultivo
puro), con las condiciones de temperatura Optimas para cada bacteria,
durante 18-24 horas.

+ Posteriormente, se afiadié unas gotas reactivo de Kovacs (2-3) sobre la
biomasa en un tubo de ensayo (tomar precauciones).

+ Se observo sobre la superficie del tubo la formacién de un anillo de color
fucsia (reaccion positiva) o amarillo/incolora (reaccion negativa).

e Prueba de ureasa

Fundamento: los microorganismos capaces de hidrolizar la urea gracias a la enzima
ureasa, liberan amoniaco lo cual genera cambio de color rojo en el medio. El agar urea de
Christensen sirve para deteccion de cantidades minimas de amoniaco en aquellos
microorganismos que producen pequefias concentraciones de ureasa, es efectivo el uso
de este método, con 1% de positividad para E. coli (Bachmeier, Williams, Warmington,
& Bang, 2002).

Técnica

£ Se inocul, el cultivo mediante puncion en la superficie, se dejo a incubar durante

24 horas, y se procedi6 a realizar la lectura.
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Tabla 3. Identificacion de Escherichia coli mediante pruebas biogquimicas.

Medio de Cultivo

Presencia / Positivo

Ausencia / Negativo

TSI (Agar Tres

Azucares)

Citrato de Simmons

Reaccion de Indol

Prueba de catalasa

Prueba de ureasa

Pico é&cido (amarillo),
fondo 4&cido (amarillo).
Fermentacion de lactosa,

y/0 sacarosa.

Aparicion de burbujas o
fragmentacion del medio

(produccion de gas).

color verde original

Formacion de un halo
fucsia en la interfase del

medio.

Efervescencia antes de 20

seg.

Tubo amarillo

Pico alcalino (rojo), fondo
alcalino (rojo). Ausencia de
fermentacion de azucares

(Psedudomonas aeruginosa).

Pico alcalino (rojo), fondo
acido (amarillo).
Fermentacion de glucosa, no
fermenta lactosa y sacarosa

(Shigella spp).
Color azul

Ausencia de modificacion del

medio.

Ausencia de efervescencia

Tubo fucsia

Fuente: (Willey et al., 2017)
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f) Amplificacion de genes resistentes mediante PCR

v' Extraccion del DNA bacteriano

Se gener6 biomasa a partir de los cultivos criopreservados. Para reactivarlos, se
tomo 50 pl de muestra conservada y se la transfirié a 5 mL de agua peptonada con
5 pg/mL de ceftriaxona, posteriormente fue incubada a 37 °C durante toda la
noche. La biomasa generada fue transferida a un tubo eppendorf de 1.5 ml, luego
se centrifugd a 10000 revoluciones por minuto (rpm/min), durante 5 minutos, se
retird el sobrenadante dejando solo el pellet, y posteriormente se agreg6 500 ul de
agua destilada estéril, luego se calenté mediante bafio maria a 100°C durante 10
minutos y se enfrié a -20°C por 10 minutos. El cual, nos sirvié como muestra de
DNA que posteriormente fue analizado mediante PCR multiplex (Padilla,

Dapena, Martinez , Barcena & Garcia, 2010).
v' Técnica de PCR

Para dicho procedimiento se utilizd 16 primers, correspondientes a 8 genes, para detectar
la presencia de diferentes genes resistentes a antimicrobianos. Para la reaccion se utilizd
un volumen final de 25 pl por cada muestra. En la tabla 4 se muestra el proceso de

aplicacion de muestras en cada primer.

Primero se calculo la cantidad de reactivo que se necesita de acuerdo a la cantidad de
muestras que fueran analizadas, mas dos controles, teniendo en cuenta que se utilizo las
siguientes cantidades: 12,5 pl de Master Mix (DreamTaq), 0,5 pl del primer 1 (30 pM),
0,5 pl del primer 2 (30 uM) y 9 pl de agua libre de nucleasas.

Posteriormente en una zona blanca, es decir libre de contaminacion, y en una cabina de
bioseguridad 2, se realiz6 la mezcla de todos los reactivos mencionados anteriormente,
en un tubo eppendorf de 1,5 mL previamente estériles, y luego se dispens6 22.5 ul en un

tubo eppendorf de 0,2 ml estériles.

Luego en una zona gris, es decir en una zona apta para cultivos bacterioldgicos, se rotul6
de acuerdo al cédigo utilizado de la muestra, y se agregdé 2.5 pl del DNA extraido

anteriormente, a cada tubo eppendorf de 0.2 mL, hasta un volumen final de 25 pl.
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Finalmente, se coloco en el termociclador, se afiadio la reaccion de acuerdo al gen
analizado y se esperd hasta que termine la reaccion. En el anexo 9 se detalla los ciclos

aplicados para cada gen analizado.

Tabla 4. Primers para amplificacién de genes.

Nombre del primer Secuencia (5°-3°)

KPC-F CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG
KPC-R CTTGTCATCCTTGTTAGGCG
NDM-F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC
NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC
IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC
IMP-R GGTTTAAYAAAACAACCACC
OXA48-F GCGTGGTTAAGGATGAACAC
OXA48-R CATCAAGTTCAACCCAACCG
VIM-F GATGGTGTTTGGTCGCATA
VIM-R CGAATGCGCAGCACCAG
MCRI1-F GGGTGTGCTACCAAGTTTGC
MCR1-R CATTGGCGTGATGCCAGTTT
TET-AF TTGGCATTCTGCATTCACTC
TET-AR GTATAGCTTGCCGGAAGTCG
SUL1-F TTTCCTGACCCTGCGCTCTAT
SUL1-R GTGCGGACGTAGTCAGCGCCA

Fuente: (Poirel et al., 2011); (Calero-Caceres, 2016).
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9)

Visualizacion de genes en el gel de Agarosa

Los productos de PCR fueron visualizados en gel de agarosa al 1%, tefiido con SyberSafe,

donde la presencia de una banda demuestra la amplificacion de genes (Armstrong &
Schulz, 2015).

A

v

NS NEENEEN

w0

Preparacion del gel de agarosa

Se afiadio en un recipiente con tapa, 70 mL del tampon de electroforesis (TBE 1x)
y 0,7 g de agarosa (1%).

Se fundid la solucion de agarosa en el microondas durante 2 minutos.

Se dejo enfriar la solucién hasta alcanzar unos 37°C.

Se selld con cinta adhesiva la placa en donde se colocd el gel de agarosa.

Una vez alcanzado los 37°C del gel de agarosa, se afiadid 5 pl de SyberSafe, y se
mezclo bien.

Se vertio, la solucion de agarosa con SyberSafe, en el soporte sellado
anteriormente. Luego se colocd los peines, que nos sirvio para formar los pocillos
del gel, y finalmente se dejo polimerizar durante 15 minutos (Armstrong &
Schulz, 2015) .

Electroforesis

Se retir6 la cinta adhesiva con lo que se sell6 anteriormente el soporte del gel y se
colocd en la cubeta de electroforesis. Los pocillos deben estar cerca del catodo
(polo negativo, color negro).

Se afiadié TBE 1x hasta que cubra bien el gel de agarosa.

Se afiadio 6 pl de Ladder (marcador de peso molecular 100 pb) en el primer
pocillo.

Luego se afadio 10 pl de la muestra preparada anteriormente en los siguientes
pocillos, hasta completar todos los pocillos.

Se tapo la cubeta de electroforesis y se procedié a conectar los electrodos a la
fuente de alimentacion.

Se programd la fuente a unos 90 voltios, 400 mAh y se dejo correr la electroforesis
durante 60 minutos.

Una vez terminada la electroforesis, se visualizé los fragmentos de DNA mediante

luz ultravioleta y se capturd una fotografia de la imagen. En la tabla 5 se muestran
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los resultados esperados de amplificacion de genes mediante PCR y electroforesis
(Armstrong & Schulz, 2015).

Tabla 5. Amplificacion de genes de resistencia mediante PCR.

Gen Amplificacion de genes Ausencia de

Amplificacion

blaimp + -
blavim + -
blaoxass + -
blanom + -
blakec + -
mcr-1 + -
tetA + -
sull + -

Fuente: (Poirel et al., 2011)
4.8 PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

Para el procesamiento de la informacion se utilizé el programa Microsoft Excel 2013.
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION
RESULTADOS

Aislamiento e identificacion de Escherichia coli en caninos

Para este estudio, participaron 148 caninos de diversa procedencia. Unicamente aquellos
aislamientos que presentaron un perfil fenotipico de E. coli fueron criopreservados,
almacenados en el banco de microorganismos y posteriormente evaluados por medio de
técnicas de biologia molecular. En el anexo 13 se detallan las caracteristicas ampliadas
de los aislados de los animales participantes, con informacidn relevante con respecto a:
raza, sexo, edad, historial clinico, registro historico de tratamiento con antibidticos (de
existir informacion), origen, asi como el resumen de las pruebas bioquimicas y

morfoldgicas estudiadas.

De un total de 148 muestras analizadas pertenecientes a caninos diagnosticados con o sin
alteraciones clinicas remitidos a consulta, se encontr6 un total de 61/148 muestras de
hisopado rectal positivas con patron de resistencia a ceftriaxona 5 pg/ml, mismas que
representan el 41.21% de muestras de esta procedencia analizadas (IC: 95%, 33-48). En
relacion al historial clinico, se observd diferencias en la frecuencia de deteccion de
fenotipos de E. coli ceftriaxona resistente; en animales sin ninguna sintomatologia o
patologia diagnosticada al momento (sanos), fueron aislados de 27 animales de un total
de 68, representando el 39.70% (IC: 95%, 29-48); 16/40 animales mostraron
enfermedades gastrointestinales, que representan el 40% (1C: 95%, 25-55); 7/11 pacientes
acudieron con enfermedades de tipo respiratorio, que representan el 63.64 % de estos
animales (IC: 95%, 37-91); 2/13 fueron diagnosticados con afecciones dermatoldgicas,
que representan el 15.38% de perros con este tipo de enfermedades (I1C: 95%, 4-34); 2/2
de ellos manifestaron enfermedades metabdlicas, que representan el 100% de estas
muestras (2/2; IC: 95%, 100); por altimo 7/14 pacientes acudieron a consulta con signos
de intoxicacién, politraumatismo, alteracion genética, entre otras, que representan el 50%
de este tipo de muestras (IC: 95%, 25-75).

Los porcentajes de aislamientos de E. coli con fenotipo de resistencia a ceftriaxona, y los

intervalos de confianza al 95% de acuerdo al historial clinico se detallan en la tabla 6.
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Tabla 6. Animales resistentes a ceftriaxona de acuerdo al historial clinico.

E. coli Ceftriaxona resistente
o %
# # % Positivos 1.C. o
) ) . o ) Positivos
Historial clinico Muestras | Positivos (Procedencia) (95%0)
(TOTAL)
Sanos 68 27 39.7% 29 % - 48 % 44
Enf. Gastrointestinales 40 16 40 % 25% -55% 26
Enf. Respiratorias 11 7 63.6 % 37%-91% 11
Enf. Dermatoldgicas 13 2 15.4 % 4% -34% 3
Enf. Metabdlicas 2 2 100 % 100 % 3
Otras 14 7 50 % 25%-75% 11
Total 148 61 41.21 33%-48% 100

Fuente: (Autor, 2018).

En la tabla 7 se detallan los porcentajes de aislamientos positivos de E. coli con fenotipo

de resistencia a ceftriaxona (5 pg/ml) de acuerdo a la procedencia del animal. Se puede
observar que el 44.8% (47/105; IC: 95%, 35-55) de caninos domésticos presenta E. coli

resistente a ceftriaxona, asi como el 32.6% (14/43; IC: 95%, 19-47) de caninos callejeros.

Tabla 7. Animales resistentes a ceftriaxona de acuerdo a su procedencia

E. coli Ceftriaxona resistente

%
) # # Positivos % Positivos -
Procedencia ) 1.C. (95%) Positivos
Muestras (Procedencia)
(TOTAL)
Domeésticos 105 47 44.8 % 35%-55% 77 %
Callejeros 43 14 32.6 % 19%-47 % 23 %
Total 148 61 41.2 % 33%-48% 100 %

Fuente: (Autor, 2018).
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Deteccion de la presencia de genes de resistencia a antibioticos emergentes por

medio de PCR multiplex.

Para la ejecucion de este estudio, realizamos una estandarizacion de la técnica de PCR
multiplex de los primers y estandares. En la Figura 1. Se detallan los resultados obtenidos.
El estudio determin0 la presencia de los genes resistentes a carbapenemasas, mediante la
confirmacion de la amplificacion especifica del gen blamp, con 232 bp, el gen blaoxaass,
con 438 bp, el gen blavim con 390 bp, y el gen blakec con 798 bp (Favier et al., 2010).
Ademés de la amplificacion del gen blanom con 621 bp (Nordmann, Naas, & Poirel,
2011); y el gen mcr.1 con 1126 bp (Ovejero, Delgado-Blas, Calero-Caceres, Muniesa, &
Gonzalez-Zorn, 2017). Los estandares de los fragmentos a amplificar fueron
suministrados por el Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI), y por

la Universitat de Barcelona.

1000
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400
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Figura 1. Estandarizacion de la técnica de PCR multiplex con primers y controles.

M: Marcador de peso molecular; CP1: control positivo blaive; A: blaive + blaoxass; CP2:
control positivo blaviv; B: blavim + blakec; CP3: control positivo mcr.1. C: blanpm + mcr-

1.
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Posteriormente, después de haber realizado las mPCR de las muestras compuestas y al

tener amplificaciones positivas de cepas sospechosas, fueron realizadas PCR Singleplex

de cada uno de los genes, para tener mejor especificidad en las amplificaciones definidas.

En la figura 2, se puede observar las amplificaciones obtenidas con dicha técnica en

muestras individuales para el gen mcr_1.
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Figura 2. Amplificaciones positivas del Gen mr-1 mediante PCR Singleplex

M: Marcador de peso molecular; C+: control positivo, C-: Control negativo.

Tabla 8. Patrones genotipicos de genes de resistencia a antibioticos

Muestra GENES DE RESISTENCIA
blakrc blanom blaive  blaoxa4s  mcr-1 sull tetA
CVSP02b1 - - - - - + +
CVSP02b2 - - - - - + +
CVSP04a - - - - - - +
CVSP04b - - - - - - +
CVSP05a - - - - - + +
CVSPO05b - - - - - + ;
CVSP08a - - - - - - -
CVSP08b - - - - - - -
CVSP12Sa - - - - - - +
CVSP12Sb - - - - - - -
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Muestra GENES DE RESISTENCIA
blakec blanom  blaime  blaoxa4s  mcr-1 sull tetA

CVSP12Sc2 | - - - - - - -
CVSP15Sa - - - - - - +
CVSP15Sb | - - - - - - +
CVSP17Sa | - - - - - - +
CVSP17Sb - - - - - - +
CVSP18Ea - - - - - - +
CVSP18Eb - - - - - - +
CVSP26Sa - - - - - + +
CVSP26Sh - - - - - + -
C2a - - - - - + +
C2b - - - - - + +
Clda - - - - - - -
Cl4b - - - - - - -
CVSP33Ea | - - - - - - +
CVSP33Eb | - - - - - - -
CVSP35E1 | - - ; ; ] + +
CVSP37E1 - - - - - - +
CVSP37E2 | - - - - - - +
CVSP39S - - - - - + +
CVSP43S1 | - - - - - - +
CVSP43S2 - - - - + - +
CVSP43S3 - - - - + + +
CVSP45Ela| - - - - - - +
CVSP45E1b | - - - - - - +
CVSP45E2 - - - - - + +
CVSP45E3 | - - - - - - -
CVSP47E1 | - - - - - - -
CVSP47E2 | - - - - - + +
CVSP48E1 - - - - - + .
CVSP48E2 | - - - - - - -
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Muestra GENES DE RESISTENCIA
blakrc blanom blaive  blaoxa4s  mcr-1 sull tetA
C17b - - - - - - -
CVSP49a - - - - - - +
CVSP52a - - - - - + -
CVSP52b - - - - - + ;
CVSP57a - - - - - - +
CVSP57b - - - - - - -
Cl8a - - - - - + -
C18b - - - - - + .
C19a - - - - - - -
C19b - - - - - - -
C20a - - - - - - +
C20b - - - - - - +
C29a - - - - - - -
C29b - - - - - - -
C30a - - - - - + ;
C30b - - - - - + ;
CVSP60a - - - - - + +
CVSP60b - - - - - + -
CVSP61la - - - - + - -
CVSP61b - - - - - - -
CVSP62a - - - - - - -
CVSP62b - - - - - - +
CVSP68a - - - - - + +
CVSP68b - - - - - + +
CVSP69a - - - - - - +
CVSP73a - - - - + - +
CVSP73b - - - - - ; +
CVSP76a - - - - - - -
CVSP76b - - - - - - +
CVSP77a - - - - + + +
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Muestra

CVSP79a
CVSP79b
CVPP02b
CVPPO3a
CVPPO03b
CVPP04a
CVPPO04b
CVPPO5a
CVPPO05b
CVPPO0O6
CVPPO7al
CVPP0O7a2
CVPP0O7b1
CVPP0O7b2
CVPPO7c
CVPP08
CVSP8la
CVSP81b
CVSP83a
CVSP83b
C36
CVSP84
CVSP85
CVSP89
CVSP93
CVSP94
CVSP95a
CVSP95b
CVSP98a

blakec blanpm

GENES DE RESISTENCIA

blaivp

blaoxa-4s

mcr-1

sull

tetA

+
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Muestra GENES DE RESISTENCIA
blakrc blanom blaime  blaoxa4s — mcr-1 sull tetA
CVSP99 - - - - - - +
CVPP12b - - - - - + -
CVSP100a - - - - - - +
CVSP100b - - - - - - +
C37 - - - - - - +

Fuente: (Autor, 2018).

En la tabla 9, podemos observar que el 6.14% (7/114; IC: 95%, 1.7-10) de cepas de E.

coli analizadas presentaron el gen de resistencia mavil a colistina mcr-1, En el 29.82%

(34/114; 1C: 95%, 21-37) de aislamientos analizados amplificaron el gen de resistencia a
sulfonamida sull, y el 55.26 % (63/114; IC: 95%, 46-64) de estas mismas cepas

presentaron el gen de resistencia a tetraciclinas tetA.

Tabla 9. Animales positivos a los genes de resistencia.

%
. # cepas # % Cepas .
Gen # E.' coli positivas ~ Animales  Positivos IC 95% A”'F“.a'es
analizadas o Positivos
Positivos por Gen

Total

mcr-1 114 5 6.14% 1.7 %— 10% 8.1%

sull 114 21 29.82%  21% — 37% 34.4%

tetA 114 40 55.26% 46% - 64% 65.6%

Fuente: (Autor, 2018).
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Grafico 1. Animales positivos vs negativos resistentes al gen analizado.
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En el gréafico 1, se detalla que el 8,2% (5/61) de caninos analizados son positivos al gen

de resistencia movil a colistina mcr.1 y el 91,8% (56/61) son negativos, En el 34,4%

(21/61) de caninos analizados son positivos al gen resistentes a sulfonamidas sull, y el

65,6% (40/61) son negativos, finalmente el 65,6% (40/61) de caninos analizados son

positivos al gen resistente a tetraciclinas tetA y el 34,4% (21/61) son negativos.

Tabla 10. Animales positivos a los genes de resistencia analizados de acuerdo a la

procedencia.

# E. coli
Procedencia ) IC 95% IC 95% IC 95%
analizados | mcr-1 tetA sull
Callejeros 26 2 2.3%-17.7% | 12  27%-65% 9 17%-53%
Domeésticos 88 5 0,8%-10.6% | 51 48%-68% | 25 19%-37%
TOTAL 114 7 1.7%-10% 63  46%-64% | 34 21%-37%

Fuente: Autor, 2018.

Con respecto al origen de los animales muestreados, el 7.7 % (2/26; 1C: 95%, 2.3-17.7)

de cepas de E. coli analizadas procedentes de animales callejeros presentaron el gen de

resistencia movil a colistina mcr-1, en el 34.6% (9/26; IC: 95%, 17-53) de aislamientos

analizados amplificaron el gen de resistencia a sulfonamida sull, y el 46.2 % (12/26; IC:

95%, 27-65) de estas mismas cepas presentaron el gen de resistencia a tetraciclinas tetA.
Por otro lado, el 5.7% (5/88; IC: 95%, 0.8-10%) de cepas de E. coli analizadas
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pertenecientes a animales domésticos amplificaron el gen de resistencia mavil a colistina
mcr-1, el 28,4% (25/88; IC: 95%, 19-37) presentaron el gen de resistencia a sulfonamida
sull, yel 57.9% (51/88; IC: 95%, 48-68) amplificaron el gen de resistencia a tetraciclinas
tetA.

Los aislamientos de E. coli CVSP43S3, CVSP77a y CVPPO5b presentan un perfil de

multiresistencia, ya que en los mismos fueron detectados los genes mcr-1, sull y tetA.
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DISCUSION

En los ultimos afios se ha observado una tasa de evolucion alarmante de nuevos clones
de microorganismos con mecanismos de resistencia avanzados, los cuales en
combinacién con una reduccion significativa en el desarrollo de nuevos antibi6ticos, han
originado un problema significativo de salud publica mundial (Minnesota Department of
Health, 2017; P. Nordmann, 2014). Considerando la naturaleza global del problema, la
Organizacién Mundial de la Salud recomienda el establecimiento de programas de
vigilancia que monitoreen la diseminacion, prevalencia y evolucion de estos mecanismos
(Reardon, 2014). Con estos antecedentes, se ha ejecutado la presente investigacion, con
la finalidad de realizar un monitoreo preliminar sobre la potencial diseminacion de
elementos genéticos que codifican genes de resistencia a antibioticos emergentes en
animales de compafiia de diversos origenes en la ciudad de Ambato, cuya presencia es
considerada critica por varios organismos de control (Beloeil, Guerra, & Stoicescu, 2018;

Centers for Disease Control and Prevention, 2017).

En el presente estudio, analizamos el porcentaje de caninos, tanto sanos como enfermos,
de diversos origenes (callejeros y domésticos) que presentan E. coli con fenotipos de
resistencia a betalactamicos, utilizando una cefalosporina de tercera generacién
(Ceftriaxona 5pg/ml) como marcador para el aislamiento bacteriano, en donde el 41,21
% (61) de 148 animales muestreados de E. coli es resistente a ceftriaxona. Resultados
similares fueron obtenidos en el estudio realizado por Espinoza, 2017, en donde el
32,97% (89) de E. coli aislada a partir de 270 muestras de caninos de la ciudad de Quito
presentaron resistencia a -lactamicos (Cefotaxima 3 pg/L). Como se puede observar en
la tabla 6, existen notables diferencias en los porcentajes de E. coli positivos de acuerdo
a su historial clinico, siendo las muestras procedentes de animales que presentaban
enfermedades respiratorias y enfermedades metabdlicas de cuales se aislaron el mayor
porcentaje de E. coli ceftriaxona resistente. Un porcentaje similar de resistencia procedian
de animales sanos (sin signos aparentes de enfermedad), con enfermedades
gastrointestinales y otras patologias. La menor frecuencia de aislamiento de fenotipos
resistentes a ceftriaxona provenia de animales de los cuales se aislaron E. coli con
fenotipos de resistencia a ceftriaxona. Un porcentaje similar de fenotipos positivos
correspondié a animales sanos (sin signos aparentes de enfermedad), enfermedades

gastrointestinales y otras patologias. EI porcentaje inferior de aislamientos resistentes a
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este antibiodtico correspondié a enfermedades dermatoldgicas. Asi mismo, de acuerdo a
la procedencia reciente del animal, se detectdé un porcentaje superior de aislamientos
positivos en animales domésticos (44.8 %; 1C: 95%, 35-55) en comparacion con los
animales de procedencia callejera (32.6%, IC: 95%, 19-47). Una relacion similar de
resistencia fue observada en una investigacion realizada en Corea entre 2006 y 2007, en
donde detectaron un porcentaje del 3.9% de aislamientos de E. coli, procedentes de perros
domeésticos hospitalizados, que presentaron resistencia a una cefalosporina de tercera
generacion (cefotaxima 30 pg) en comparacion con el 2.4% de aislamientos de animales
callejeros que presentaban este fenotipo (Nam et al., 2010). Un porcentaje superior de
fenotipos de resistencia a ceftriaxona fue detectado en Brasil, en donde un 21.4 % de E.
coli aislada en perros domésticos presentd este fenotipo de resistencia (Carvalho et al.,
2016). Hasta la fecha, la informacion relacionada a las diferencias en los perfiles
fenotipicos de resistencia entre animales domésticos y de procedencia callejera es muy
escasa en bibliografia. Se recomienda complementar este estudio por medio del analisis
de los perfiles fenotipicos de resistencia a un panel de antibidticos a partir de los aislados

de este estudio.

Los resultados obtenidos del porcentaje de animales que poseen el gen movil resistente a
colistina (descubierto en el afio 2015), denominado mcr-1, fue del 6.14% (IC: 95%, 1.7-
10), con 5 perros reactivos positivos de los 148 muestreados. Este porcentaje de positivos
guarda relacion con el reportado por Zhang et al., (2016) en China, el cual detecté un 11%
de animales positivos al gen mcr-1 , con 6 animales de los 53 muestreados, 4
pertenecientes a perros y dos pertenecientes a gatos. Ademas, cabe mencionar que estos
aislamientos de E. coli estuvieron asociados a pacientes humanos, lo cual sugiere que la
presencia de bacterias con estos elementos genéticos tiene el potencial de transmitirse a
diferentes especies que comparten el mismo ecosistema. Ademas, concuerda con el
estudio realizado por Lei et al., (2017), quienes detectaron la presencia de fenotipos de
resistencia a colistina en el 8.7 % (49/566) de enterobacterias aisladas en animales de
compafiia (E. coli, Klebsiella spp, Shigella spp., Enterobacter spp.); de las cuales, el 62%
(49/79) de los aislamientos contenian el gen mcr-1. La presencia del gen mcr-1 representa
una alarma desde el punto de vista epidemioldgico y zoonoético, ya que existe una
demostrada posibilidad de transmision de vectores animales al ser humano; tal como
reportan estudios relacionados alrededor del mundo (Delgado-blas et al., 2016; Haenni
et al., 2016).
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En relacion al historial clinico detallado de los perros portadores de E. coli mcr-1
positivos, los 7 aislamientos positivos proceden de 5 perros con cuadros clinicos diversos:
2 animales sanos (Poodle hembra, 2 meses; mestizo macho, 8 afios, uso de antibioticos
previo desconocido), 1 animal diagnosticado con gastroenteritis por parvovirus
(Schnautzer hembra, 6 meses, uso de antibidticos previo desconocido), 1 animal con
diagnostico de Distemper canino (Cocker Spaniel, 6 meses, uso de antibidticos previo
desconocido) y de 1 animal diagnosticado con osteoartritis (Poodle hembra, 10 afos,
historial de uso de antibidticos: betalactamicos, sulfonamidas y macrélidos). Como se
puede apreciar, no existe una relacion directa entre los historiales clinicos de los pacientes
y la probabilidad de encontrar E. coli mcr-1 positivas. Es probable que la diseminacion y
manifestacion de este genotipo dependa de factores ambientales; Por ejemplo, Lei et al.,
(2017) sugiere que el gen mcr-1 pudieron encontrarse en el alimento balanceado utilizado
como alimento de los animales, y que pudo transferirse mediante transferencia genética
horizontal a la microbiota de los animales. Se recomienda a futuro encontrar evidencias
que relacionen su presencia y adicionalmente, detectar reservorios que permitan elucidar

las rutas de transmisién de los mismos.

Con relaciéon a la procedencia detallada de los perros portadores de E. coli mcr-1
positivos, el 7,7% (2/26; 1C: 95%, 2.3-17.7) de aislamientos positivos proceden de un
animal callejero (Poodle hembra, 2 meses, uso de antibidticos previo desconocido) sin
ninguna patologia diagnosticada, y el 5,7% (5/26; IC: 95%, 0.8-10) de aislamientos
positivos provienen de 4 animales domésticos (mestizo macho, 8 afios, uso de antibioticos
previo desconocido; Schnautzer hembra, 6 meses, uso de antibidticos previo desconocido;
Cocker Spaniel, 6 meses, uso de antibioticos previo desconocido; Poodle hembra, 10

afios, historial de uso de antibioticos: betalactamicos, sulfonamidas y macrélidos).

En las muestras de E. coli analizadas, no fueron detectados genes que codifican
produccion de carbapenemasas. Sin embargo, considerando su constante diseminacion
global, se recomienda realizar estudios relacionados a futuro, ya que se ha observado que
los mecanismos de resistencia se diseminan y evolucionan de manera temporal (One

Health ministerial conference, 2016).

Ademas se determind la presencia de los genes resistentes a sulfonamidas (sull) y
tetraciclinas (tetA); obteniendo un porcentaje de 29.82% (IC: 95%, 21-37) de animales
que portan E. coli positivos al gen suly, y el 55.26 % (IC: 95%, 46-64) de animales
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portadores de E. coli los cuales amplificaron el gen tetA. Los resultados detectados
guardan relacion con los genotipos detectados en otros paises, como por ejemplo un
estudio realizado en Brasil durante 2008, en donde detectaron el gen tetA en el 62.5 %
(10/16) de aislados de E. coli con fenotipos de resistencia a tetraciclinas (Costa et al.,
2008). Un estudio realizado en un hospital veterinario de Reino Unido en el 2017, detectd
una elevada prevalencia del gen tetA en los aislados de E. coli de caninos, con una
prevalencia del 76.6% (23/30); asi como del gen sull, con el 80 % (24/30) de positivos
(Wedley et al., 2017). Por lo expuesto, estos genes presentan una elevada diseminacion

en aislamientos de E. coli caninos alrededor del mundo.

Finalmente se determing la relacion existente de resistencia a sulfonamidas y tetraciclinas
con respecto a la procedencia detallada en la tabla 10, en animales domésticos se obtuvo
el 28,4% (25/88; 1C: 95%, 19-37) presentaron el gen de resistencia a sulfonamida sull, y
el 57.9% (51/88; IC: 95%, 48-68) amplificaron el gen de resistencia a tetraciclinas tetA.
Con respecto a los animales callejeros el 34.6% (9/26; 1C: 95%, 17-53) de aislamientos
analizados amplificaron el gen de resistencia a sulfonamida sull, y el 46.2 % (12/26; IC:

95%, 27-65) de estas mismas cepas presentaron el gen de resistencia a tetraciclinas tetA.

En los aislados de E. coli CVSP43S3, CVSP77a, CVPP05b fueron detectados los genes
de resistenciamcr-1, sully tetA, presentando un potencial patron de multiresistencia. Con
respecto al origen, el primer aislamiento procede de un animal callejero (Poodle hembra,
2 meses, diagndstico: sano), el segundo obtenido a partir de un animal doméstico
(Mestizo macho, 8 afios, diagndstico: sano), de la misma forma, el tercer aislamiento
procedi6 de un animal doméstico (Cocker spaniel hembra, 6 meses, diagnostico:
Distemper canino). Por lo observado, se deduce que los animales sanos pueden actuar
como un reservorio potencial de microrganismos portadores de genes de resistencia a
antibidticos emergentes. Es necesario complementar la presente investigacion, con la
finalidad de detectar las vias de diseminacion de los clones portadores del gen mcr-1, y
evaluar si existe algun tipo de relacion clonal entre aislamientos clinicos y veterinarios

portadores de este gen y los aislados obtenidos en el presente estudio.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES, BIBLIOGRAFIA'Y ANEXOS

CONCLUSIONES

v Se aislaron 114 cepas de E. coli resistentes a Ceftriaxona, procedentes de 61
caninos sanos como enfermos, procedentes de la ciudad de Ambato, las mismas
que fueron confirmadas por medio de ensayos bioquimicos y morfoldgicos y
depositadas en el banco de microorganismos del Laboratorio de Microbiologia
Agricola 'y Ambiental de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Técnica de Ambato, para futuras investigaciones.

v Se detectd la presencia de genes de resistencia a antibiéticos emergentes en los
aislados de E. coli aisladas en caninos de la ciudad de Ambato, mediante la técnica
de PCR multiplex, detectando un porcentaje del 6.14% (IC: 95%, 1.7-10) de cepas
que amplifican el gen mcr-1. No se detectaron aislamientos positivos a los genes
blakpc, blanowm, blaive, blaoxa-s, blavim. Adicionalmente, el 29.82% (IC: 95%, 21-
37) presentael gensull, y el 55.26 (IC: 95%, 46-64) dispone del gen de resistencia
a tetraciclinas tetA.

v' Se evalud, la diferencia de perfiles de resistencia a Ceftriaxona en animales
domeésticos y callejeros, obteniendo un 44.8% (IC: 95%, 35-55) de 105 caninos
domésticos muestreados y 32.6 (IC: 95%, 19-47) de 43 caninos callejeros,
determinando que los animales callejeros muestran un menor porcentaje de
resistencia a ceftriaxona, por lo que se podria sospechar que los animales
domeésticos tienen mayor resistencia, debido a que son sometidos a gran variedad
de antibioticos que han recibido anteriormente.

v Con respecto a los genotipos de resistencia de E. coli de los animales evaluados,
se determind que el 7.7 % (2/26; IC: 95%, 2.3-17.7) de cepas procedentes de
animales callejeros presentaron el gen de resistencia movil a colistina mcr-1, el
34.6% (9/26; IC: 95%, 17-53) de aislamientos analizados amplificaron el gen de
resistencia a sulfonamida sull, y el 46.2 % (12/26; IC: 95%, 27-65) de estas
mismas cepas presentaron el gen de resistencia a tetraciclinas tetA. En

comparacién con animales domésticos, el 5.7% (5/88; IC: 95%, 0.8-10) de cepas

42



de E. coli analizadas pertenecientes a animales domésticos amplificaron el gen de
resistencia mavil a colistina mcr-1, el 28,4% (25/88; IC: 95%, 19-37) presentaron
el gen de resistencia a sulfonamida sull, y el 57.9% (51/88; IC: 95%, 48-68)
amplificaron el gen de resistencia a tetraciclinas tetA.

Las diferencias en los genotipos de resistencia a antibidticos observadas son
notables. Este estudio representa la primera parte de una investigacion que plantea
determinar los perfiles de resistencia fenotipica y genotipica de los aislados de E.
coli circundantes en caninos de la ciudad de Ambato. Las cepas positivas al gen
mcr-1 seran secuenciadas por medio de New Generation Sequencing, con la
finalidad de conocer si poseen relaciones clonales con bacterias detectadas en el
sector de salud publica, asi como para conocer acerca de sus mecanismos de
virulencia y otros genotipos de resistencia a antibidticos que no fueron evaluados

en el panel de esta tesis.
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ANEXOS

Anexo 1. Toma de muestras.

Hisopado Rectal

Anexo 2. Aislamiento bacteriano

Homogenizaciéon de muestras con medio PBS
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Siembra en Agar Levine

Incubacion durante 24 horas
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Siembra en Agar MacConkey

Aislamiento Bacteriano en Agua Peptonada mas Ceftriaxona

Cultivo Positivo en Agua Peptonada
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Criopreservacion de colonias positivas

Anexo 3. Pruebas Bioquimicas.

Prueba TSI Acido/Acido con produccién de gas
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Prueba Ureasa Negativa

R ————

Prueba Indol Positivo
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Anexo 5. Lisis Bacteriana.

Centrifugado de Muestras
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Agregacion de Agua Destilada Estéril

Bafio Maria 90 °C

RN 1 TR
S - w2

Choque Térmico

T AR L T
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Anexo 6. PCR Muestras Compuestas (blavim y blakec).

M: marcador de peso molecular; C-: control negativo; C+: control positivo (blaviv +
blakec); A: (CVSP02bl, CVSP02b2, CVSP05a); B: (CVSP04a, CVSP15Sa,
CVSP17S); C: (CVSP18Ea, CVSP26Sa, CVSP33Ea); D: (CVSP35E1, CVSP39S,
CVSP43S1); E: (C2a, C2b, C2c); F: (CVPPO7c, CVSP49a, CVSP57b); G:
(CVSP100a, CVSP100b, CVSP69a), H: (CVSP98a, CVSP62b, CVPP03a), I:
(CVPP5b, C20a, CVSP79a); J: (CVSP77h, CVSP81a, C36).

59



Anexo 7. PCR Muestras Individuales (Sull)

M: marcador de peso molecular; C+: control positivo (sull); 1: CVSP02bl; 2:
CVSP02b2; 3: CVSP05a; 4: CVSP04b; 5: CVSP04a; 6: CVSP05b; 7: CVSP12b;
8: CVPP05b; 9: C18a, 10: CVSP15Sa.

Anexo 8. PCR Muestras Individuales (tetA)

M: marcador de peso molecular; C+: control positivo (tetA); 1: CVSP02b1; 2:
CVSP02b2; 3: CVSPO05a; 4: CVSP04b; 5: CVSP04a.
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Anexo 9. Condiciones de Reaccién de PCR

REACCION

CICLOS

PCR

blavp

8
o
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(=) ]
wn
°
Q
S
7o)
™
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s
= 2 a g
> @] P X
o o o o
) o) o) o)

mcr-1

94.0

94.0

30 ciclos

tetA

94.0

94.0

30 ciclos

sull

61



Anexo 10. Descripcion de la procedencia de los aislamientos de E. coli a partir de caninos en la ciudad de Ambato

#
Fecha de Recepcién
Fecha de t Tipo de Muest
Muestra[D | ' cch2 9€10mMa | o) Laboratorio de Origen Ciudad | **M"? Especie Edad Raza Sexo fpo de Muestra Anamnesis Antibisticos
de Muestra L de (Origen)
Bacteriologia ;
. . . E | estudi - . . . . . .
Basset Ifonamid Coloni d
CVsPO2b1 | 05/01/2018 06/01/2018 Doméstico Ambato 1 Canina 7 afios H:f: | Hembra | Hisopado Rectal vomito y diarrea. Dx: GAstroenteritis gem:“mi;::rt':)::i:"i"as Gram-| + © :::Z:ﬁfise:;czsas + AA - - - -
Basset Ifonamid Coloni d
CcvsPo2b2 | 05/01/2018 06/01/2018 Doméstico Ambato 1 Canina 7 afios H:f: | Hembra | Hisopado Rectal vomito y diarrea. Dx: GAstroenteritis gem:“mi;::rt':)::i:"i"as Gram-| + © :::Z:ﬁfise:;czsas + AA - - - -
o _ Husky N sulfonamidas + Colonias negras verdosas
cvsposa | 09/01/2018 10/01/2018 Doméstico Ambato 1 Canina 3meses | (PN | Hembra | Hisopado Rectal | vomitoy diarrea. Dx: GAstroenterits entamicinn Gram-| + e retcs + AA - - - -
Husky sulfonamidas + Colonias negras verdosas
cvspoab | 10/01/2018 11/01/2018 Domésti Ambat 1 Cani 3 Hembra | Hisopado Rectal toy diarrea. Dx: GAstroenteriti - A - - - -
/01/: /01/: oméstico mbato anina meses | o | Hembra isopado Rectal vomito y diarrea. Dx: GAstroenteritis gentamicina Gram + con brilla met4lico + A
Macrolidos, Colonias negras verdosas
cvsposa | 05/01/2018 06/01/2018 Doméstico Ambato 1 Canina 3afios | Shihtzu | Macho | Hisopado Rectal |  vomitoy diarrea. Dx: i Gram-| + o e + AA - - - -
it v
Macrolidos,
Fluoroquinolonas, Colonias negras verdosas
cvsposb | 05/01/2018 06/01/2018 Domésti Ambat 1 Cani 3afios | Shint Macho | Hisopado Rectal toy diarrea. Dx: GAstroenteriti - A - - - -
/01/. /01/. oméstico mbato anina afios ihtzu lacho isopado Rectal vomito y diarrea. Dx: GAstroenteritis Sulfonamidasy Gram + con brilla met4lico + A
Gentamicina
Coloni d
cvsposa | 12/01/2018 13/01/2018 Doméstico Ambato 2 Canina 2afios | Shintzu | Hembra | Hisopado Rectal |  vomitoy diarrea. Dx: GAstroenteritis Enofloxacina | Gram -|  + O e oo + AA - - + -
Coloni d
cusposb | 12/01/2018 13/01/2018 Doméstico Ambato 2 Canina 2afios | Shihtzu | Hembra | Hisopado Rectal |  vomito y diarrea. Dx: GAstroenteritis Enofloxacina | Gram -|  + O oo + AA - - + -
i ) [ Doberman o Colonias negras verdosas
cvsp12sa | 12/01/2018 13/01/2018 Doméstico Ambato 2 Canina 9afios | 0 | Macho | Hisopado Rectal Sano Penicilinas Gram-| + e ratcs + AA + . E E
" ) [ Doberman o Colonias negras verdosas
cvsp12sh | 12/01/2018 13/01/2018 Doméstico Ambato 2 Canina 9afios | 0 " | Macho | Hisopado Rectal Sano Penicilinas Gram-| + e ratcs + AA + . E E
i ) [ Doberman o Colonias negras verdosas
CcvsP125cl | 12/01/2018 13/01/2018 Doméstico Ambato 2 Canina 9afios | 0 | Macho | Hisopado Rectal Sano Penicilinas Gram-| + e rates + AA . . E E
i ) [ Doberman o Colonias negras verdosas
CcvsP125c2 | 12/01/2018 13/01/2018 Doméstico Ambato 2 Canina 9afios | 70 M| Macho | Hisopado Rectal Sano Penicilinas Gram-| + e ratcs + AA + . E E
Coloni d
cvsp1ssa | 12/0172018 13/01/2018 Doméstico Ambato 2 Canina 4meses| Pitbul | Macho | Hisopado Rectal sano N/A Gram - + olonias negras verdosas + AA - - + -
con brillo metilico
Coloni d
cuspissb | 12/01/2018 13/01/2018 Doméstico Ambato 2 Canina  |4meses| Pitbull | Macho | Hisopado Rectal Sano N/A Gram-| + olonias negras verdosas + AA - - + -
con brillo metilico
Coloni d
cvsPi7sa | 12/01/2018 13/01/2018 Doméstico Ambato 2 Canina lafio | Shihtzu | Macho | Hisopado Rectal Sano Oxitetracicina | Gram -|  + © :::Z:ﬁfise:;csm + AA E E + E
Coloni d
cvsPi7sb | 12/01/2018 13/01/2018 Doméstico Ambato 2 Canina lafio | Shihtzu | Macho | Hisopado Rectal Sano Oxitetracicina | Gram -|  + © :::;:ﬁfr:‘:;:cgm + AA E E . E
Bulld Coloni d
cuspisea | 18/01/2018 19/01/2018 Doméstico Ambato 3 Canina 2afos | % | Macho | Hisopado Rectal |  Vémitoy diarrea. Dx: Gastroenteritis sufonamidas  |Gram -|  + olonias negras verdosas + AA - E . E
Inglés con brillo metilico
Bulld Coloni d
cvspiseb | 18/01/2018 19/01/2018 Doméstico Ambato 3 Canina 2af0s | % | Macho | Hisopado Rectal |  Vémitoy diarrea. Dx: Gastroenteritis sfonamidas  |Gram -|  + olonias negras verdosas + AA - E . E
Inglés con brillo metilico
i ) ; Pastor Colonias negras verdosas
cusp2esa | 20/01/2018 21/01/2018 Doméstico Ambato 3 Canina 2afios |, *°' | Hembra | Hisopado Rectal sano N/A Gram-| + oo + AA - E . E
" ) ; Pastor Colonias negras verdosas
cvspaesb | 20/01/2018 21/01/2018 Doméstico Ambato 3 Canina 2afios |, #°' | Hembra | Hisopado Rectal sano N/A Gram-| + oo + AA - E . E
Coloni d
c2a 22/01/2018 23/01/2018 Callejero Ambato 4 Canina 2afios | Mestizo | Macho | Hisopado Rectal Herida Abrasiba Ciprofloxacina | Gram -|  + © :::;:ﬁfr:‘:;:cgm + AA E E + E
Coloni d
c2b 22/01/2018 23/01/2018 Callejero Ambato 4 Canina 2afios | Mestizo | Macho | Hisopado Rectal Herida Abrasiba Ciprofloxacina | Gram -|  + O e oo + AA - - + -
Coloni d
cac 22/01/2018 23/01/2018 Callejero Ambato 4 Canina 2afios | Mestizo | Macho | Hisopado Rectal Herida Abrasiba Ciprofioxacina | Gram -|  + O e e + AA - - + -
Coloni d
c14a 22/01/2018 23/01/2018 Callejero Ambato 4 Canina 3afios | Mestizo | Macho | Hisopado Rectal Sano N/A Gram-| + olonias negras verdosas + AA - - + -
con brillo metilico
Coloni d
c1ap 22/01/2018 23/01/2018 Callejero Ambato 4 Canina 3afios | Mestizo | Macho | Hisopado Rectal sano N/A Gram-| + olonias negras verdosas + AA - - + -
con brillo metilico
Bulld Coloni d
cvsP3sea | 25/01/2018 25/01/2018 Callejero Ambato 5 Canina Gafios | o9 | Macho | Hisopado Rectal | Secrecién oculonasal. Dx: Distemper Canino Penicilinas Gram-| + olonias negras verdosas + AA - E . .
Francés con brillo metilico
Bulld Coloni d
cvsP33eb | 25/01/2018 25/01/2018 Callejero Ambato 5 Canina Gafios | o9 | Macho | Hisopado Rectal | Secrecién oculonasal. Dx: Distemper Canino Penicilinas Gram-| + olonias negras verdosas + AA - - . .
Francés con brillo metilico
Colonia negra verdosa con
cusp3sEr | 27/01/2018 28/01/2018 Doméstico Ambato 5 Canina Imes | Shihtzu | Macho | HisopadoRectal |  vomitoy diarrea. Dx: GAstroenteritis N/A Gram-| + brillo metalico, con halo + AA E E . E
no muy visible.
colonia ovalada negra
cuspase2 | 27/01/2018 28/01/2018 Doméstico Ambato 5 Canina Imes | Shihtzu | Macho | HisopadoRectal |  vomitoy diarrea. Dx: GAstroenteritis N/A Gram-| + verdosa con halo no muy + A - - - E
visible.
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Anexo 11. Descripcion de la procedencia de los aislamientos de E. coli a partir de caninos en la ciudad de Ambato

Fecha de toma | Fecha de Recepcion semana Tipo de Muestra Tincién McConk
Muestra ID en el Laboratorio de origen Ciudad Especie Edad Raza Sexo poce | Anamnesis Antibiéticos catalasa Levine = TSI Citrato | Urea | Indol
de Muestra A de (Origen) Gram (lactosa)
Bacteriologia .
estudio
colonia negra verdosa con
CVSP37E1 27/01/2018 28/01/2018 Doméstico Ambato 5 Canina 3meses | Pitbull Macho Hisopado Rectal vomito y diarrea. Dx: GAstroenteritis N/A Gram + halo con brillo metalico + A/A - - +
forma regular
Colonia negra verdosa con
cvspa7E2 | 27/01/2018 28/01/2018 Doméstico Ambato 5 Canina 3meses | Pitbull Macho | Hisopado Rectal vomito y diarrea. Dx: GAstroenteritis N/A Gram + brillo metalico con halo no + AA - - +
muy visible
Penicilinas,
. " colonia negra verdosa con
CVSP395 27/01/2018 28/01/2018 Doméstico Ambato 5 Canina 2afios | Poodle Hembra | Hisopado Rectal sano ciprofloxacina y Gram + brillo metalico + AA - - +
sulfonamidas '
I d
Ccvspa3s1 27/01/2018 28/01/2018 Callejero Ambato s Canina 2meses | Poodle | Hembra | Hisopado Rectal sano N/A Gram O e e " AA - - +
I d
CVspa3s2 27/01/2018 28/01/2018 Callejero Ambato s Canina 2meses | Poodle | Hembra | Hisopado Rectal sano N/A Gram O e e " AA - - +
Colonia negra verdosa con
CVsp43s3 27/01/2018 28/01/2018 Callejero Ambato 5 Canina 2meses | Poodle | Hembra | Hisopado Rectal sano N/A Gram 'b”HOgme"‘a"m AA - - +
vomito y diarrea. Dx: GAstroenteritis por colonia negra verdosa con
CVspasEla | 27/01/2018 28/01/2018 Doméstico Ambato 5 Canina 1mes | Sharpei | Macho | Hisopado Rectal v voviron P N/A Gram + brillo metalico con halo no + AR - - +
P muy visible
vomito y diarrea. Dx: GAstroenteritis por colonia ovalada negra
VSPASE: 7/01/201 1/201: Doméstico Ambato s anina 1mes arpei Macho Hisopado Rectal C N/A verdosa con brillo metalico A - - +
CVSPaSElb | 27/01/2018 28/01/2018 ésti b Cani Sharpei h pad I v o P / d brill i A/
P con halo no muy visible
vomito y diarrea. Dx: GAstroenteritis por colonia negra verdosa con
CVSP45E2 27/01/2018 28/01/2018 Doméstico Ambato 5 Canina 1mes Sharpei Macho Hisopado Rectal N N/A rillo metalico con halo no ‘A - - +
/01/: /01/: 6 b harp h pad | v o P / brill I hal A/
muy visible
vomito y diarrea. Dx: GAstroenteritis por colonia negra verdosa con
CVSP45E3 27/01/2018 28/01/2018 Doméstico Ambato 5 Canina 1mes Sharpei Macho Hisopado Rectal v srvc\vv\rus P N/A G ram + brillo metalico sin halo no + A/A - - +
P muy visible, forma irregular
Vomito y diarrea. Dx: Gastroenteritis por Sulfonamidas, Colonia negra verdosa con
cvspazEl | 31/01/2018 31/01/2018 Domeéstico Ambato 5 Canina 9afios | Poodle | Macho | Hisopado Rectal v hepatits P Enrofloxacinay  |Gram + brillo metalico y halo + AR - - +
i visible
Vomito y diarren. De. Gastroenterits por Sulfonamidas, Colonia negra verdosa con
CVSP47E2 31/01/2018 31/01/2018 Doméstico Ambato 5 Canina 9 afios Poodle Macho Hisopado Rectal v ';E a'ms P Enrofloxacina y Gram + brillo metalico y halo no + A/A - - +
P i muy visible
Colonia negra verdosa con
cvspasel | 02/02/2018 02/02/2018 Domeéstico Ambato 5 Canina 12afi0s | Poodle | Macho | Hisopado Rectal |secrecion nasal, ocular. Dx: Traquebronquitis N/A Gram + brillo metalico, bordes + AA - - +
irregulares
Colonia negra verdosa con
cvspage2 | 02/02/2018 02/02/2018 Doméstico Ambato 5 Canina 12afios | Poodie | Macho | Hisopado Rectal |secrecion nasal, ocular. Dx: Traquebronquitis N/A Gram + brillo metalico con halo + AA - - +
con bordes bien formados
Colonia negra verdosa con
c17a 02/02/2018 02/02/2018 Callejero Cevallos 5 Canina 8meses | Pitbull Macho | Hisopado Rectal | Vémito intermitente Dx: Intususcepsion | Ampicilina + Sulbactam | G ram + brillo metalico con halo + A/A - - +
bordes irregulares.
Colonia negra verdosa con
cazb 02/02/2018 02/02/2018 Callejero Cevallos 5 Canina 8meses | Pitbull Macho | Hisopado Rectal | Vémito intermitente Dx: Intususcepsion | Ampicilina + Sulbactam | G ram + brillo metalico con halo + AA - - +
bordes bien definidos
colonia negra verdosa con
CvsP4ga 03/02/2018 04/02/2018 Doméstico Ambato 6 Canina 3afios | Mestizo | Macho | Hisopado Rectal Vémito, diarrea. Dx: Gastroenteritis N/A Gram + brillo metalico son bordes + AA - - +
con halo.
colonia negra verdosa
CVsPa9b 03/02/2018 004/02/2018 Doméstico Ambato 6 Canina 3afios | Mestizo | Macho | Hisopado Rectal Vémito, diarrea. Dx: Gastroenteritis N/A Gram + ovalada con brillo metalico + AA - - +
sin halo.
peniciinas Colonia negra verdosa con
cvspPs2a 03/02/2018 04/02/2018 Doméstico Ambato 6 Canina 14afios | Labrador | Macho | Hisopado Rectal Geriatrico, osteoartritis Sulmnamid:s Gram + brillo metalico, bordes + A/A - - +
sin halo
peniciinas colonia negra verdosa con
CVsPs2b 03/02/2018 04/02/2018 Doméstico Ambato 6 Canina 14afios | Labrador | Macho | Hisopado Rectal Geriatrico, osteoartritis sty Gram + brillo metalico, bordes + AR - - +
irregulares sin halo.
Colonia negra verdosa con
CVsP57a 03/02/2018 04/02/2018 Callejero Ambato 6 Canina 3afios | Mestizo Macho Hisopado Rectal |[secrecion nasal, ocular. Dx: Tt Penicilinas, Gram + brillo metalico son bordes + A/A - - +
sin halo.
colonia negra verdosa, con
CVsPs7b 03/02/2018 04/02/2018 Callejero Ambato 6 Canina 3afios | Mestizo | Macho | Hisopado Rectal |secrecion nasal, ocular. Dx: T Gram + brillo metalico, con bordes + AR - - +
irregulares.
c1sa 07/02/2018 08/02/2018 Callejero Ambato 7 Canina 2afios | Mestizo | Hembra | Hisopado Rectal sano N/A Gram + °°I°"'Er3f:e":'|d$a con + AA - - +
i
cisb 07/02/2018 08/02/2018 Callejero Ambato 7 Canina 2afios | Mestizo | Hembra | Hisopado Rectal sano N/A Gram + “:‘:I“'; r:zf:::::i::" + AA - - +
c1sa 07/02/2018 08/02/2018 Callejero Ambato 7 Canina 2afios | Mestizo | Hembra | Hisopado Rectal sano N/A Gram + °°'°"'srf‘“f:e"(eéf$a con + AA - - +
Colonia negra verdosa con
C19b 07/02/2018 08/02/2018 Callejero Ambato 7 Canina 2 aflos Mestizo Hembra Hisopado Rectal Sano N/A ‘A - - +
702/ /02/ ) ! = 0P < / Gram + brillo metalico sin halo + N
colonia café oscuro sin
C20a 07/02/2018 08/02/2018 Callejero Ambato 7 Canina 16 afios Mestizo Hembra Hisopado Rectal Sano N/A Mixto A/A + +
et oz 3 P / Gram + brillo metalico redondeada > /
colonia café oscuro sin
c20b 07/02/2018 08/02/2018 Callejero Ambato 7 Canina 16afios | Mestizo | Hembra | Hisopado Rectal sano N/A Gram + brillo metalico bordes Mixto AA + + -
irregulares
Colonia negra verdosa con
C29a 07/02/2018 08/02/2018 Callejero Ambato 7 Canina 7 afios Mestizo Hembra Hisopado Rectal Sano N/A + ‘A - - +
/02, /02, , ! P / Gram + brillo metalico con halo N
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Anexo 12. Descripcion de la procedencia de los aislamientos de E. coli a partir de caninos en la ciudad de Ambato

Fecha de Recepcion

Fecha de t Tipo de Muest Tincién McConk
MuestraIp | o2 detoma | . o Laboratorio de Origen Ciudad semana Especie Edad Raza Sexo fpo de Muestra Anamnesis Antibiéticos ! Catalasa Levine ey Ts1 Citrato | Urea | Indol H2s
de Muestra Bacteriologia de (Origen) Gram (lactosa)
estudio
colonia negra verdosa con
c29b 07/02/2018 08/02/2018 call Ambat 7 Cani 7 afi Mest Hemb Hisopado Rectal s N/A . + AA - - + -
/02/. /02 allejero mbato anina afios | Mestizo | Hembra | Hisopado Rectal ano /1 Gram + brillo metalico sin halo V/
Colonia negra verdosa con
C30a 07/02/2018 08/02/2018 Callejero Ambato 7 Canina 9afios | Mestizo Hembra Hisopado Rectal Sano N/A Gram - + brillo metalico con halo, + A/A - - +
bordes
c30b 07/02/2018 08/02/2018 Callejero Ambato 7 Canina 9afios | Mestizo | Hembra | Hisopado Rectal sano N/A Gram - + ‘1::“': r’f‘i’f::z::zr:“ + A - - + -
Penicilinas, colonia negra verdosa con
CVSP60a 09/02/2018 09/02/2018 Doméstico Ambato 7 Canina 9afios | Sharpei | Macho | Hisopado Rectal Sarna Demodécica ciprofloxacinay | Gram - + brillo metalico con halo, + AR - - + -
Ifonamidas bordes
Penicilinas, colonia negra verdosa con
CVSP60b 09/02/2018 09/02/2018 Doméstico Ambato 7 Canina 9afios | Sharpei | Macho | Hisopado Rectal Sarna Demodécica ciprofloxacinay | Gram - + gra verd + AR - - + -
brillo metalico sin halo
Ve ito, di . Dx: Gast teriti I d
Ccvspela 09/02/2018 09/02/2018 Doméstico Ambato 7 Canina 6 meses | Schnautzer | Hembra | Hisopado Rectal omito, diarrea. Dx: Gastroenteritis por N/A Gram - + colonia negra verdosa con + AA - +
parvovirus brillo metalico sin halo
i - colonia negra verdosa con
CVsPE1b 09/02/2018 09/02/2018 Doméstico Ambato 7 Canina 6 meses | Schnautzer | Hembra | Hisopado Rectal | VOMito:diarrea a':fc" Gft’”"‘e”“ por N/A Gram - + brillo metalico con halo, + AA - - + -
parvoviry bordes
colonia negra verdosa con
CVspe2a 10/02/2018 11/02/2018 Doméstico Ambato 7 Canina 4meses | Pekinés | Hembra | Hisopado Rectal sano N/A Gram - + brillo metalico con halo, + AA - - + -
bordes
loni d
cvsP62b 10/02/2018 11/02/2018 Doméstico Ambato 7 Canina 4meses | Pekinés | Hembra | Hisopado Rectal sano N/A Gram - + e e o + AA - - + -
” - Enrofloxacina y colonia negra oscura sin
CVsP68a 17/02/2018 18/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 15afios | Poodle Macho Hisopado Rectal Sano Sulfonamidas Gram - + brillo metélico, forma + A/A - - +
irregular
. Enrofloxacina y colonia redonda negra
VSP 17/02/201 1 2/201: D Al C 15 afi Pe I Mach Hi R | - A/A - - -
CVsPegh /02/2018 8/02/2018 oméstico mbato 8 anina Saios | Poodle acho isopado Recta sano Sulfonamidas Gram + oscura, sin brillo metalico + / +
Enrofloxacina,
. . . . nrofloxacina, colonia transparente sin
CVSP69a 17/02/2018 18/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 2afios | Doberman | Macho | Hisopado Rectal sano Sulfonamidas y Gram - + , + AR - - + -
s brillo metalico con halo
Macrdlidos
Enrofloxacina, Colonia negra oscura
CVSP69b 17/02/2018 18/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 2afios | Doberman | Macho | Hisopado Rectal sano Sulfonamidas y Gram - + redonda sin brillo + AR - - + -
Macrélidos metalico.
I 3
et . . " - Penicilinas, sulfonamidas colona negrs oscura, sin
CVsSP73a 17/02/2018 18/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 10afios | Poodle Hembra | Hisopado Rectal Osteoartritis macrélidos Gram - + brillo metélico, forma + A/A - - +
Y irregular
I
X _ Penicilinas, sulfonamidas colonia negra oseura sin
CVSP73b 17/02/2018 18/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 10 afios | Poodle Hembra Hisopado Rectal Osteoartritis y macrélidos Gram - + brillo metalico, bordes + A/A - - +
colonia negra oscura, sin
CVsP76a 17/02/2018 18/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 2afios | Yorkshire | Hembra Hisopado Rectal Sano N/A Gram - + brillo metélico, bordes + A/A - - + -
lonia t te si
CVsP76b 17/02/2018 18/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 2afios | Yorkshire | Hembra | Hisopado Rectal sano N/A Gram - + folonia fransparente sin + AA - - + -
brillo metdlico, sin halo
Colonia negra oscura, con
CVsP77a 17/02/2018 18/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 8afios | Mestizo | Macho | Hisopado Rectal sano N/A Gram - + brillo metalico, bordes + AA - - + -
sin halo.
Colonia negra oscura con
CVsSP77b 17/02/2018 18/02/2018 D ésti Ambat 8 C 8 afi Mesti Mach Hi do Rectal S: N/A - A - -
/02/: /02/ oméstico mbato anina afios estizo acho isopado Rectal ano / Gram + brillo metdlico, con halo + LY +
) sulfonamidas y colonia negra oscura sin
CVsP79a 17/02/2018 18/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 4meses| Mestizo | Hembra | Hisopado Rectal sano entamicion Gram - + brillo metalico, forma + AA - - + -
& irregular
,. ] ] ] sulfonamidas y colonia negra oscura sin
CVsP79b 17/02/2018 18/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 4meses| Mestizo | Hembra | Hisopado Rectal sano sentamicing Gram - + brillo metalico, bordes + AA - - + -
colonia negra oscura sin
CvPPO2a 17/02/2018 18/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 6afios |Schnautzer| Hembra | Hisopado Rectal Raquitismo Cefalexina y Eritromicina | Gram - + brillo metalico, bordes Mixto AR + -
colonia negra oscura sin
CvPPO2b 17/02/2018 18/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 6afios |Schnautzer| Hembra | Hisopado Rectal Raquitismo Cefalexina y Eritromicina | Gram - + brillo metalico, forma Mixto A +
irregular
colonia negra oscura con
CVPPO3a 17/02/2018 18/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 3meses | Poodle Hembra Hisopado Rectal Sano N/A Gram - + brillo metalico, bordes + A/A - +
colonia negra oscura con
CVPPO3b 17/02/2018 18/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 3meses | Poodle Hembra Hisopado Rectal Sano N/A Gram - + brillo metalico, forma + A/A - - + -
irregular.
colonia negra oscura sin
CVPPO4a 17/02/2018 18/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 8afios | Mestizo | Hembra | Hisopado Rectal Dermatitis N/A Gram - + brillo metalico, con halo + AA - - + -
visible.
colonia negra oscura sin
CVPPO4h 17/02/2018 18/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 8afios | Mestizo | Hembra | Hisopado Rectal Dermatitis N/A Gram - + brillo metalico, forma + AA - - + -
irregular
- ] Cocker ] | ] colonia negra oscura sin
CvpPOsa 17/02/2018 18/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina Gmeses | ) | Hembra | Hisopado Rectal Distemper canino N/A Gram - + brillo metalico, con bordes + AA - - + -
) ] Cocker ] colonia negra oscura sin
CVPPOSH 17/02/2018 18/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina Gmeses | 7T | Hembra | Hisopado Rectal Distemper canino N/A Gram - + brillo metalico, bordes + AA - - + -

irregulares.
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Anexo 13. Descripcion de la procedencia de los aislamientos de E. coli a partir de caninos en la ciudad de Ambato

#
Fecha de Recepcién )
Muestra [p | Fechadetomal ) boratorio de Origen Ciudad | S€M3N3 Especie Edad | Raza Sexo | TiPOdeMuestra Anamnesis Antibiéticos
de Muestra pratort de (origen)
Bacteriologia
estudio
colonias negras oscuras si
CcVPPOG 23/02/2018 23/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 3afios | Mestizo | Hembra | Hisopado Rectal sano N/A Gram brillo metlico, bordes + A/A -
Colonia negra oscura sin
cvPpo7al | 23/02/2018 23/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 5meses| Poodle | Macho | Hisopado Rectal Distemper canino N/A Gram brillo metalico, forma + AA -
irregular
Colonia negra oscura sin
CVPPO7a2 23/02/2018 23/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 5meses| Poodle Macho Hisopado Rectal Distemper canino N/A Gram brillo metélico, bordes + A/A -
cvPPO7bl | 23/02/2018 23/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 5meses| Poodle | Macho | Hisopado Rectal Distemper canino N/A Gram colonia negra oscura + A/A -
ovalada sin brillo metalico]
colonia negra oscura sin
cvppo7b2 | 23/02/2018 23/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 5meses| Poodle | Macho | Hisopado Rectal Distemper canino N/A Gram brillo metlico, tipo + A/A -
estrella.
colonia negra oscura sin
cvppozc | 23/02/2018 23/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina Smeses| Poodle | Macho | Hisopado Rectal Distemper canino N/A Gram brillo metlico, bordes + A/A -
irregulares.
cvppog | 23/02/2018 23/02/2018 Doméstico Ambato 8 canina | 14aios| ®%" | Macho | Hisopado Rectal | Secrecién nasaly ocular. Dx: Neumonia | Enrofloxacina y tilosina| G ram colonia negra oscura, sin| A/A -
Retriever brillo metilico, sin halo
Vémito, diarrea. Dx: Gastroenteritis por Colonia negra verdosa co
cvspsla | 23/02/2018 23/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 3meses| Pitbull | Macho | Hisopado Rectal O eovines, Sulfonamidas  |Gram brillo metlico, con halo + A/A -
no muy visible.
cuspsib | 23/02/2018 23/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina  |3meses| Pitbull | Macho | Hisopado Rectal | YOMite:diarrea. Dx: Gastroenteritis por sufonamidas | Gram colonia negra verdosasin) A/A B
parvovirus. brillo metalico, sin halo.
cvspssa | 23/02/2018 23/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 10afios| Poodle | Macho | Hisopado Rectal Secrecion nasal y oclar. Dx: N/A Gram Colonia negra verdosa co + A/A -
Traqueobronquitis brillo metlico, sin halo.
Secrecion nasal y ocular. Dx: Colonia negra verdosa co
cvspssb | 23/02/2018 23/02/2018 Doméstico Ambato 8 Canina 10afios| Poodle | Macho | Hisopado Rectal N/A Gram brillo metalico, con halo + AA -
Traqueobronquitis °
no muy visible.
c36 23/02/2018 23/02/2018 Callejero Cevallos 8 Canina 4afios | Mestizo | Macho | Hisopado Rectal sano N/A Gram ‘“‘“';‘:‘Legm’:(:iz:m' sn + AA -
Colonia negra verdosa co
cvsps4 24/02/2018 25/02/2018 Doméstico Ambato 9 Canina 4meses| Mestizo | Macho | Hisopado Rectal sano N/A Gram brillo metalico, forma + A/A -
regular.
Colonia negra verdosa, coi
cvspss 24/02/2018 25/02/2018 Doméstico Ambato 9 Canina 3afios | Teckel | Macho | Hisopado Rectal Politraumatizado N/A Gram brillo metlico, borde + AA -
con halo.
Macrélidos, Colonia negra verdosa co
CVSP89 24/02/2018 25/02/2018 Doméstico Ambato 9 Canina 1afio Boxer Hembra | Hisopado Rectal Vémito, diarrea. Dx: Gastroenteritis sulfonamidas y Gram brillo metélico, forme + A/A -
penicilinas regular.
Colonia negra verdosa, coi
cvspo3 24/02/2018 25/02/2018 Doméstico Ambato 9 Canina 2meses| Poodle | Macho | Hisopado Rectal Vémito, diarrea. Dx: Gastroenteritis N/A Gram brillo metalico, forma + A/A -
irregular.
colonia negra verdosa, col
cvspo4 24/02/2018 25/02/2018 Doméstico Ambato 9 Canina 3afios | Pitbull | Hembra | Hisopado Rectal Sano, Gestante N/A Gram brillo metalico, forma + A/A -
redondeada.
colonia negra verdosa, col
cvsposa | 24/02/2018 25/02/2018 Doméstico Ambato 9 Canina 4afios | Pitbull | Macho | Hisopado Rectal Sano, control vacunal N/A Gram brillo metalico, forma + A/A -
regular.
Colonia negra verdosa co
cvsPosb | 24/02/2018 25/02/2018 Doméstico Ambato 9 Canina 4afios | Pitbull | Macho | Hisopado Rectal Sano, control vacunal N/A Gram brillo metalico, forma + A/A -
regular.
Sulfonamidas + Colonias cafés oscuras sir
cvsposa | 24/02/2018 25/02/2018 Doméstico Ambato 9 Canina 2 meses| Bull Terrier| Hembra | Hisopado Rectal Vémito, diarrea. Dx: Gastroenteritis P Gram brillo metalico, forma + A/A -
Sulfonamidas Colonias cafés oscuras sir|
cvspesb | 24/02/2018 25/02/2018 Doméstico Ambato 9 Canina 2 meses| Bull Terrier| Hembra | Hisopado Rectal Vémito, diarrea. Dx: Gastroenteritis ; Gram brillo metalico, forma + A/A -
quinolonas resulor
Sulfonamidas Colonia negra verdosa co
cvsp9g 24/02/2018 25/02/2018 Doméstico Ambato 9 Canina 2 meses| Bull Terrier| Macho | Hisopado Rectal Vémito, diarrea. Dx: Gastroenteritis unolonas Gram brillo metalico, bordes + A/A -
Colonia negra verdosa, coi
CVPP12a 24/02/2018 25/02/2018 Doméstico Ambato 9 Canina 3afios | Schnautzer| Macho Hisopado Rectal Intoxicacién N/A Gram brillo metalico, bordes + A/A -
redondeados.
Colonia negra verdosa, coi
cvpP12b | 24/02/2018 25/02/2018 Doméstico Ambato 9 Canina 3afios | Schnautzer| Macho | Hisopado Rectal Intoxicacién N/A Gram brillo metalico, forma + A/A -
irregular.
Sulfonamidas colonia café oscura, sin
cvsP100a | 27/02/2018 27/02/2018 Doméstico Ambato 9 Canina 10afios| Poodle | Hembra | Hisopado Rectal Neoplasias ) ©  |Gram brillo metalico, bordes | Mixto A/K -
quinolonas y cefalexina
sulfomamidas Colonia negra verdosa co
cvsP100b | 27/02/2018 27/02/2018 Doméstico Ambato 9 Canina 10afos| Poodle | Hembra | Hisopado Rectal Neoplasias ) ©  |Gram brillo metalico, con halo + A/A -
quinolonas y cefalexina ;
visible.
Colonia negra verdosa, col
c37 27/02/2018 27/02/2018 Callejero Cevallos 9 Canina Safios | Mestizo | Macho | Hisopado Rectal sano N/A Gram brillo metalico, forma + A/A -

regular.
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CAPITULO VII

PROPUESTA

7.1. DATOS DE LA PROPUESTA.

Implementacion de un servicio de vigilancia epidemioldgica veterinaria en resistencia
antimicrobiana emergente, en el Laboratorio UTA-RAM-One Health del Centro de

Investigaciones Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato.

7.2. ANTECEDENTES DE LA PROPUESTA

Escherichia coli es un bacilo Gram (-), anaerobio facultativo, descubierto por primera vez
por Theodore Escherich en 1885, este microorganismo generalmente actia de forma
benigna y estd compuesto por la microbiota normal de los caninos durante su ciclo de
vida, aunque actlen como comensales es decir no son patégenos, pueden ocasionar
infecciones oportunistas en zonas extra intestinales, especialmente en la glandula
mamaria y el tracto urinario. Se integra al hospedador una vez que hay primer contacto

con fuentes ambientales contaminadas después del nacimiento.

Hoy en dia, el uso incontrolable e innecesario en algunas ocasiones de antibioticos, para
control de enfermedades, es la principal causa de resistencia bacteriana. Existen dos tipos
de resistencia: natural y adquirida, la primera no se da por la cantidad o el uso erréneo de
antibidticos, sino depende mas de la estructura y fisiologia de la bacteria para adaptarse
al medio, y la segunda si es por el uso erréneo de antibioticos, el cual la bacteria crea
resistencia mediante transferencia de genes a través de plasmidos, transposones e

integrones.

Los caninos, que fueron unidades de anlisis en nuestra investigacion y los genes de
resistencia son un grave problema de salud publica para la sociedad, existen una gran

cantidad de informacién que los caninos pueden actuar como reservorios de estos genes
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de forma silenciosa y la posible transmision al ser humano, mediante un mecanismo de

transferencia genética denominada conjugacion.

En nuestro estudio se analizd el porcentaje de caninos que presenten los genes blakec,
blanowm, blaive, blaoxa-as, blavim, mer-1, y adicionalmente, el gen sull, y el gen tetA en la
ciudad de Ambato, provincia del Tungurahua. Determinando que si hay un alto porcentaje
de presencia de estos determinantes de resistencia en los animales analizados, lo cual nos
da una perspectiva para continuar con mas estudios, que incluso nos podria servir para
aplicar a los duefios de las mascotas que fueron analizadas, para determinar si existe la
transferencia de estos genes, y que tan peligroso es para las personas que se encuentran

en contacto de cada una de ellos.

7.3. JUSTIFICACION

Debido a los resultados obtenidos en el presente estudio la principal causa de resistencia
a antibioticos, podria ser el uso incontrolable de estos, y por ende son un problema para
la sociedad, se deberia analizar si los caninos podrian actuar como potenciales reservorios
de microorganismos portadores de genes de resistencia a antibioticos, con potencial

zoonosico.

7.4. OBJETIVOS.

e Ofertar un servicio de aislamiento bacteriano y realizacion de antibiogramas.
e Extender el conocimiento de resistencia bacteriana a la sociedad.
e Ofertar servicios de diagnostico basados en biologia molecular aplicados al sector

agropecuario en la Facultad de Ciencias Agropecuarias.

7.5 ANALISIS DE FACTIBILIDAD

Al realizar estas pruebas diagndsticas, favoreceriamos la seleccién adecuada de
tratamientos de quimioterapia antibidtica en el sector veterinario de la provincia, el cual
es un problema observado de manera diaria en la clinica de pequefias especies. Se

evaluaria la potencial diseminacion de genes de resistencia emergente en animales y por
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ende se evitaria la transmision silenciosa de estos elementos de resistencia en la sociedad
humana, traduciéndose en una menor mortalidad en el tratamiento de enfermedades; asi
como la adquisicion de informacion Gtil que puede permitir tomar medidas necesarias
para evitar la generacion y diseminacion de clones resistentes y multiresistentes en

animales, humanos y el medio ambiente.

7.6. METODOLOGIA, MODELO OPERATIVO.

Ofertar un servicio de aislamiento y caracterizacion fenotipica y genotipica de
microorganismos de interés veterinario y salud publica.

Determinar la presencia de genes de resistencia a antibioticos emergentes en aislados
bacterianos de animales de compafiia, animales de produccién, alimentos y medio
ambiente, mediante PCRm, y gestionar la informacion obtenida con la finalidad de

detectar eventos inusuales, de potencial importancia epidemioldgica.

7.7. ADMINISTRACION

La Universidad Técnica de Ambato mediante el personal de la Carrera de Medicina
Veterinaria y Zootecnia en conjunto con el Laboratorio UTA-RAM-One Health del
Centro de Investigaciones Agropecuarias, serian los responsables de la realizacion de esta

propuesta para beneficio de toda la sociedad.

7.8. PREVISION DE LA EVALUACION

Anualmente, la Facultad de Ciencias Agropecuarias debe realizar una vigilancia
epidemioldgica de los perfiles de resistencia de microorganismos del sector veterinario y
ambiental, con la finalidad de detectar potenciales cambios anomalos de potencial interés

epidemioldgico.
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