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RESUMEN

La evolucion y diseminacion de bacterias con genotipos de resistencia a antibidticos
de interés prioritario como los betalactdmicos representa un problema de salud publica.
Por lo tanto, la deteccion de reservorios, vias de diseminacion y de evolucion de estas
bacterias es considerado de importancia para limitar sus efectos negativos en salud
publica y animal. Escherichia coli productora de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) constituye un problema de salud emergente. En Ecuador son pocos los datos
disponibles sobre la epidemiologia molecular de los de E. coli productora de BLEE.
En el presente estudio, se evalud la presencia de genes de resistencia a betalactdmicos
asi como la diversidad clonal de aislados de E. coli de origen canino de la ciudad de
Ambato. La mayor presencia de genes de resistencia a betalactdmicos se dio en perros
con duefio en contraste a perros callejeros, asi como los genes detectados con mayor
frecuencia fueron blactx-m y blatem. Los genes blasny y blacmy presentaron una menor
tasa de deteccion, sin embargo, éstos se encontraron en combinacion con los genes
blactx-m y blatem, denotando que se tratan de aislamientos con una considerable
virulencia. En cuanto a la diversidad clonal, el analisis de los resultados del marcador
de regiones repetitivas palindromicas (GTG5) descart6 que los aislados provengan de
un clon multirresistente con un ancestro comun reciente, sugiriendo una transmision
horizontal de genes de resistencia. Los perros pueden actuar como un reservorio
silencioso de microorganismos con genotipos de multirresistencia a antibiéticos, por
lo que es necesaria una revision de los procedimientos de gestion de residuos, asi como

las interacciones con humanos y animales bajo determinadas circunstancias.

Palabras clave: Escherichia coli, betalactamasas, BLEE, caninos, Ambato, zoonosis.
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ABSTRACT

The evolution and spread of multiresistant bacteria is considered prioritary,
considering their impact in public health and animal safety worldwide. Therefore, the
detection of reservoirs, routes of dissemination and evolution of these bacteria is aimed
in order to limit their negative effects on public and animal health. Extended-spectrum-
betalactamase Escherichia coli producer is considered an emerging health problem. In
Ecuador, there are few available data on the molecular epidemiology of those of
ESBL- E. coli producing bacteria in animals and environment. In the present study,
the presence of beta-lactam resistance genes was evaluated as well as the clonal
diversity of E. coli isolates of canine origin from the city of Ambato. The highest
presence of beta-lactam resistance genes occurred in dogs with owners, in contrast to
stray dogs. The most frequently detected genes were blactx-m and blatem. The blashv
and blacmy genes had a lower detection rate, however, these were found in
combination with the blactx-m and blatem genes, indicating that they are isolates with
considerable virulence. The analysis of clonal relatedness through the amplification of
palindromic repetitive regions (GTGb5) detected that the isolates comes from different
lineages, discarding the hypothesis that suggest the presence of multi-resistant clones
with a common ancestor, suggesting that their genotypes were acquired through recent
horizontal genetic transmission. Dogs can act as a silent reservoir of microorganisms
with antibiotic multiresistance genotypes. It is necessary an extended review of waste
management procedures is necessary, as well as interactions with humans and animals

under certain circumstances like immunological disorders.

Keywords: Escherichia coli, betalactamases, ESBL, canines, Ambato, zoonoses.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.2 Antecedentes investigativos

La resistencia antimicrobiana a farmacos de uso comun se ha convertido en un
problema de preocupacion mundial. De acuerdo a la Organizacion Mundial de la
Salud, a nivel mundial se han reportado una elevacion en los niveles de resistencia a
antibidticos de bacterias que se presentan cominmente en infecciones sistémicas,
como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus Yy
Streptococcus pneumoniae, seguidas de Salmonella spp (World Health Organization
2018). Los perfiles de resistencia a antibidticos presentan una marcada variabilidad
geografica y temporal, observandose una mayor tasa de organismos multirresistentes
en paises en vias de desarrollo en contraste con los paises desarrollados (Pick and
Azari 2008; WHO 2017). La implementacion o ausencia de politicas enfocadas en el
control del uso de antimicrobianos en el sector clinico y animal influencian estos
porcentajes. Considerando la complejidad de la problemaética, se recomienda aupar
esfuerzos en investigacion en todas las areas implicadas en la emergencia de la
resistencia antimicrobiana (salud humana, animal y ambiental) dentro de un enfoque
denominado “One Health”, con la finalidad de minimizar el efecto de la generacion y
diseminacion de nuevos clones resistentes, con potencial interés sanitario y

epidemiolégico (Van Puyvelde, Deborggraeve, and Jacobs 2018).

En la practica clinica, tanto humana como veterinaria, los antibioticos betalactamicos
juegan un papel primordial en el tratamiento de enfermedades de origen bacteriano.
Caracteristicas como ser un antibi6tico de lenta accion bactericida dependiente del
tiempo, diferentes grados de espectro de accion, su baja toxicidad y buena distribucion
lo hacen ideal para el manejo en primera instancia (Pujol and Pefia 2003; Suarez and
Gudiol 2009). Su mecanismo de accion bactericida se centra en la debilitacion de la
pared celular bacteriana al inhibir la transpeptidacion (entrecruzamiento de

peptidoglicano, responsable de la estabilidad de la pared), provocando la ruptura de la



misma durante la division celular, ademéas activa el mecanismo autolitico endégeno
bacteriano provocando la muerte celular (Restrepo Salazar 2013). El uso combinado
de los betalactdmicos con inhibidores de betalactamasas y varias modificaciones de la
molécula original, que han resultado en una amplia gama de derivados mucho mas
potentes y con mayor espectro antimicrobiano, han logrado readquirir, en parte, su
espectro de accion (Miranda Garcia 2013; Pujol and Pefia 2003).

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) son enzimas que se caracterizan por
conferir resistencia bacteriana a penicilinas y cefalosporinas, pudiendo ejercer su
efecto en las de tercera y cuarta generacion (Malloy and Campos 2011). Después de
al menos una década de uso, se detectan las primeras betalactamasas producidas por
E. coli que fueron TEM-1 y SHV-1; adicionalmente, se descubren las betalactamasas
de tipo AmpC; en la década de los 90"s se detecta la betalactamasa CTX-M-1. A
medida que avanza la potencializacion de antimicrobianos, los mecanismos de
resistencia siguen fortaleciéndose, dando paso a bacterias multirresistentes (Abarca
and Herrera 2001; Gniadkowski 2001; Martinez 2016; Nagel 2000; Pujol and
Pefia 2003).

El desarrollo de los mecanismos de resistencia a betalactdmicos se da por mutaciones
en la informacion genética de la bacteria y pueden ser clasificados en dos grupos:
cromosoémicos, cuando la mutacidn se da en los genes que controlan las estructuras o
funciones sobre las cuales actta el antimicrobiano, disminuyendo su efecto sobre la
estructura blanco y heredando estas modificaciones a sus descendientes en una o varias
generaciones (transferencia vertical); y extracromosomico, cuando la adquisicion del
material genético se da por segmentos no pertenecientes al cromosoma bacteriano
como plasmidos o trasposones, y pasan de una bacteria a otra dentro de una misma
generacion (transferencia horizontal). De este modo, algunos de los mecanismos de
resistencia a los betalactdmicos son produccion de enzimas (betalactamasas) como la
penicilinasa, cefalosporinasa, etc., que se unen a la molécula del betalactamico y
forman un compuesto inestable que se descompone rapidamente sin ejercer ningdn

efecto a la bacteria; la disminucion de la permeabilidad del antibidtico por la



modificacion genética en la estructura de las porinas; la hiperproduccion de
betalactamasas que, con un mecanismo de inhibicion competitiva satura y neutraliza
al betalactdmico, anulando totalmente su funcidon; la modificacion de las proteinas
PBP’s, incapacitando la union del antibidtico, y la resistencia por tolerancia, causando
que las bacterias pierdan autolisinas y toleren la CIM del antibiético (Abarca and
Herrera 2001; Finch et al. 2010; Medina Morales, Machado Duque, and Machado
Alba 2015; Miranda Garcia 2013; Oliver and Canton 1990; Pantozzi et al. 2010;
Pujol and Pefia 2003; Sanchez et al. 2015; Suarez and Gudiol 2009).

Ante la emergencia de la resistencia antimicrobiana, la OMS ha disefiado un plan de
accion a nivel mundial, focalizado en la concientizacion del uso indiscriminado de
antibidticos, el cruce y recopilacion de datos a nivel local, nacional y mundial (OMS
2019). En paises latinoamericanos como El Salvador, Uruguay, Chile, Argentina y
Per( ya se ejecutan lineamientos técnicos para la prevencion, vigilancia contencién de
resistencia a antimicrobianos. Ecuador no ha sido la excepcion, en julio de 2019, la
ministra de salud, mediante memorando, dispuso la aplicacion del “Plan Nacional para
la prevencion y control de la resistencia antimicrobiana” en todo el territorio, el cual
consta del sistema WHONET que reune la informacion de la red de 44 centros de
servicio médico en el pais. EI INSPI es la entidad encargada del funcionamiento de
este sistema (INSP1 2016; Ministerio de Salud Publica del Ecuador 2019; Villacis
2017). Lamentablemente, Ecuador no cuenta con un registro del uso de
antimicrobianos ni con una base de datos que indique la prevalencia de los distintos
tipos de resistencias, por lo que las autoridades exhortan a la colaboracion de los
profesionales de la salud (Gestal and Villacis 2014).

Las B-lactamasas de tipo blactx-m son enzimas producidas por genes que confieren
resistencia a las cefalosporinas, con mayor eficacia contra cefuroxima, cefotaximay
cefepima con poca accion frente a ceftazidima y cefepime; se pueden transferir de
forma horizontal por medio de plasmidos, trasposones, integrones y segmentos del
cromosoma (Gniadkowski 2001; Lopez-Velandia, Torres-Caycedo, and Prada-
Quiroga 2015; Pagani et al. 2003; Saunders et al. 2017). Las BLEE de tipo blaTtem



son activas frente a ampicilina, penicilina y cefalosporinas de primera generacion; en
varios paises este es uno de los tipos de BLEE dominante y sus polimorfismos llegan
hasta TEM 167 (LoOpez-Velandia et al. 2015; Yafiez Mufioz 2011). Las BLEE de tipo
blaskv confieren resistencia a las penicilinas y cefalosporinas de primera generacion
(Hordijk et al. 2013; Sidjabat et al. 2007). Finalmente, la importancia clinica de las
BLEE de tipo blacwy radica en la adjudicacion de resistencia a betalactdmicos como
penicilinas, cefalosporinas de tercera generacion como cefotaxima, ceftazidima y
ceftriazona, cefalosporinas de cuarta generacién como cefepina, carboxipenicilinas y

acilureido-penicilinas (Ayala et al. 2016).

El beneficio afectivo y emocional de la tenencia de mascotas en el ser humano ha sido
ampliamente documentado (Ayasta Salazar 2017; De Gomar 2018; Néagele 2019).
Esta relacion favorece el desarrollo social, la salud mental y potencia el
desenvolvimiento de la persona en el entorno (Saunders et al. 2017). Sin embargo, la
microbiota de estos animales puede representar un reservorio de bacterias zoondticas
resistentes a antimicrobianos que afectan gravemente al ser humano, incluyendo E.
coli (Carvalho et al. 2016; Li et al. 2017). Un estudio realizado en Brasil, reveld que
de las 134 relaciones persona-perro en estrecho contacto, el 9,5% comparte bacterias
con patrones de resistencia muy similares, mostrando que los perros domésticos
pueden influenciar la microbiota humana, incluyendo microorganismos resistentes
(Carvalho et al. 2016).

En Quito, Ecuador, se estudid la presencia de bacterias productoras de BLEE's y
AmpC en caninos del casco urbano de la ciudad. De las 270 muestras tomadas al azar,
el 32,97% fueron positivas a E. coli. De este porcentaje el 87,64% fue positivo a
BLEE s y en 12,35% correspondié a AmpC (Espinosa Alberca 2017).

Un estudio realizado en China, recuperd muestras procedentes de caninos domésticos.
De los 240 aislamientos obtenidos en el periodo 2007-2008, el 40, 4% (97 muestras)
fueron productoras de BLEE y de este porcentaje, el 40,0% (96 muestras) fueron de

tipo CTX-M. De estos, los subtipos que se hallaron con mayor frecuencia fueron CTX-
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M-14 (n=45) y CTX-M-55 (n=24); se dio un nuevo reporte de CTX-M-64, con un
namero de 3 muestras. Adicionalmente se identificaron CTX-M de tipo -27, -15,-65,-
24,-3y -9. La combinacion de varios tipos de CTX-M se identifica en 10 aislamientos,
siendo CTX-M-14 Y CTX-M-55 las més frecuentes (Sun et al. 2010).

En Tunez, Africa, se aislaron muestras fecales de caninos clinicamente sanos para
obtener E. coli resistente a cefotaxima (CTX). De los 14 positivos se detectaron genes
BLEE de tipo blactx-m-1 (n=8) y asociaciones entre blactx-m-1 + blatem-1n (n=3);
blactx-m-1 + blatem-1c (=1); blactx-m-1 + blatem-135 (n=1) y blacmy-2 + blatem-1b (N=1).
Ademas, se detectd en una cepa del grupo genético CTX-M-1, el gen de resistencia a
quinolonas gnreie. Ambos tipos de genes son de importancia clinica tanto humanos
como animales de compafiia ya que su estudio revela fuentes de transmision zoonética
(Sallem et al. 2013).

En Japon se estudié la transmision de E. coli productora de BLEE de tipo CTX-M en
perros y gatos domeésticos enfermos. De los 178 aislamientos se detectdé un 23,6%
(n=42) en perros y 7,3% (n=13) en gatos de positivos a E. coli productora de BLEE.
De estos los tipos predominantes fueron CTX-M-14 (26.8%), CTX-M-15 (24.4%),
CTX-M-27 (19.5%) y CTX-M-55 (19.5%). Cierta similitud hallada en caracteristicas
como serotipo, genotipo, grupo filogenético de los aislados de los perros y gatos
estudiados con los de personas previamente reportados sugiere una probable
transmision de bacterias resistentes entre humanos y animales infectados (Kawamura
et al. 2017).

En Utrecht, Holanda, se estudio la prevalencia de E. coli productora de BLEE y AmpC
en perros y gatos clinicamente sanos y diarréicos mediante la técnica de PCR y analisis
de secuenciacion. Los resultados indicaron una prevalencia de E. coli con reducida
suceptibilidad a cefotaxima, entre 45 y 55% en perros sanos Yy diarréicos
respectivamente; y entre 0 y 25% en gatos sanos y diarréicos respectivamente. Se
identificaron genes de tipo BLEE y AmpC, principalmente blacrxm-1, ademas blactx-

M-14, blacTx-m-15, blatems2, blaskv-12 y blacmy-2. Se concluye que la prevalencia de E.
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coli productora de BLEE y AmpC es relativamente alta en perros y gatos (Hordijk et
al. 2013).

Entre los afios 2002 a 2004 en La Habana, Cuba, se aislaron 31 muestras positivas a
fenotipos BLEE de 326 cepas recolectadas. Los ensayos de PCR detectaron la
presencia de genes de tipo blatemy blasnv; de las 31 muestras aisladas, el 61% (n=19)
portaban el gen blatem, el 5% (n=5) portaban el gen blasnv, el 12% (n=4) fueron
portadoras de ambos genes y el 35% (n=11) no presentaron ninguno de los genes
evaluados. En cuanto al analisis de sensibilidad se evalué un panel de siete
antimicrobianos y el reporte de porcentaje de resistencia fue el siguiente:
Amoxicilina/acido clavuléanico (90,32%), Cefepime (77,41%), Ciprofloxacina
(35,48%), Gentamicina (41,93%), Imipenem (0%), Meropenem (0%) y Tobramicina
(87,07%) (Gonzalez Mesa et al. 2007).

El impacto de la presencia de bacterias resistentes no solo afecta a la calidad de vida
del ser humano, sino también a animales de compafiia. En Lisboa, se analizaron
muestras obtenidas a partir de perros y gatos diagnosticados con infeccion del tracto
urinario, siendo E. coli el patdgeno mayormente asociado a la infeccion. De las 303
muestras, el 46,2% fue resistente al menos a uno de los antibidticos del panel evaluado
(ampicilina, amoxicilina/acido clavulanico, cefotxitina y cefalosporinas de tercera
generacion); 32,3% fueron resistentes a la ampicilina sola. En cuanto a la evaluacion
genética, las cepas que fueron resistentes a la ampicilina presentaron presencia de
genes blatem en un 72,4%, blaskv en 13,3% y blaoxa-1 en 6,1%; 3,1% presentaron
simultaneamente genes de tipo blatem y blasnv y el 11, 2% no present6 ningdn tipo de
genes de resistencia (Da Silva Franco 2017).

En Turquia, se analizaron 428 muestras fecales de perros clinicamente sanos, de las
cuales el 22,2% (n=95) fueron resistentes a la cefotaxima; en cuanto al andlisis de
genes tipo BLEE se hallaron blactxm-1 (n=15), blactxm-3 (n=16) blactxm-15 (n=62),
blatem-1b (n=42), blacmv-2 (n=22), blaoxa-1 (N=9) y blasxv-12 (n=3), bien solos o

combinados (Aslantas and Yilmaz 2017).
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La investigacion realizada en animales de compafiia y caballos describe el hallazgo de
distintos tipos de enterobacterias productoras de BLEE. Con un nimero de 65
aislamientos obtenidos de perros (n=38), gatos (n=14), caballos (n=12) y una tortuga
(n=1) se observaron distintos tipos de genes de resistencia de tipo BLEE y AmpC, los
cuales fueron blactxm-1 (predominante: n=17), blactxm-2, blactxm-s (en combinacion
con genes de tipo qnrai), blacrxwm-14, blactxm-1s, blatem-s2, blacmy-2 y blacmy-z9. En
cuanto a los perfiles de resistencia a antimicrobianos 55 aislamientos fueron resistentes

a cefotaxima y ceftazidima (Dierikx et al. 2012).

La identificacion de la diversidad bacteriana utilizando regiones conservadas es de
considerable importancia en epidemiologia molecular, ya que permiten estimar la
filogenia entre aislamientos. A nivel experimental, se han desarrollado varias técnicas
como PFGE, ERIC-PCR, ERIC-2-PCR, BOX-PCR y (GTG)5-PCR para su estimacion
(De Vuyst et al. 2008). Entre estas técnicas, (GTG)5 presenta un desempefio muy
aceptable en la asignacion filogenética entre bacterias. Este procedimiento se basa en
la amplificacion de secuencias entre las zonas repetitivas de un genoma, usando el
cebador (primer) (GTG)5, que no solo diferencia entre especie o subespecie de una
bacteria, potencialmente podria diferenciar hasta el nivel de cepas bacterianas (Braem
etal. 2011). La técnica genotipica (GTG)5 es rapida y reproducible, ademas de su bajo
costo en relacion a las otras. Varias investigaciones concluyen que esta técnica es una
herramienta Gtil para una tipificacion y especiacion rapida y confiable (Gevers, Huys,
and Swings 2001; Gonzalez-De La Cruz et al. 2011; Mohapatra, Broersma, and
Mazumder 2007).

El propdsito de esta investigacion se centra en evaluar la presencia y diversidad clonal
de cepas de E. coli portadoras de cuatro genes de resistencia a betalactdmicos en
aislados provenientes de caninos domésticos y callejeros de la ciudad de Ambato,
durante el 2018.



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

e Determinar la presencia de genes de resistencia a betalactdmicos y
evaluar la diversidad clonal de aislados de E. coli de origen canino de

la ciudad de Ambato.

1.2.2 Objetivos especificos

e Identificar la presencia de genes blatem, blastv, blactx-m y blacmy de
resistencia a betalactdmicos en aislados de E. coli por medio de la

técnica de PCR multiplex.

e Evaluar la diversidad clonal de los genes de resistencia a

betalactdmicos en aislados de E. coli por medio de PCR.

e Determinar la clonalidad entre los aislados de E. coli a través del

analisis de dendogramas.



CAPITULO Il

METODOLOGIA

2.1  Materiales y equipos
Equipos de laboratorio

Detalle Cantidad

Autoclave M11 Ultra Clave MIDMARK
Balanza analitica Cap. 150 g (19)

Estufa bacterioldgica +5°C - 120°C
Termociclador Life Technologies Simply Anip
Transiluminador UV enduro TM GDS Tovver
Cémara de Electroforesis OWL Easycast Thermo Scientific
Incubador Bacterioldgico

Mechero Bunsen

Nevera (4° C)

Congelador (-20°C)

Cabina de Flujo Laminar Bioseguridad 2
Microcentriftiga Sorvall Legend Micro i7
Micropipeta 1000 pL

Micropipeta 200 pL

L N N = N = S N T = T e W = S NU R SN S

Micropipeta 100 pL

Instrumentos de laboratorio

Detalle Cantidad
Espatula 1
Asa de Inoculacion 2
Cajas mono Petri plasticas 100
Pipetas estériles de plastico de 10 ml 50
Mechero de Alcohol 1



Detalle

Puntas de micropipeta de 10, 200 y 1000 pL

Gradillas

Tubos Eppendorff

Tubos de Ensayo con Tapa
Botellas de tapa azul de 1000 mL
Botellas de tapa azul de 500 mL
Botellas de tapa azul de 100 mL

Reactivos de laboratorio

Detalle
Agar McConkey
Caldo LB (Luria Bertani)
Agua Mili-Q
Agua destilada
Ceftriaxona

Azida de sodio

Materiales para PCR

Detalle
Tubos 0.2 puL para PCR

Puntas de micropipetas 200 pL (estériles)

Puntas de micropipetas 10 pL (estériles)

Gradilla para tubos de PCR

Botella de vidrio para desechos

Cooler-nevera (-20 °C) para tubos Eppendorf (Cooleman)

10

Cantidad
100 de clu
5
1000
40
2
5)

2

Cantidad
500 gr
500 gr
5 litros

10 litros

50 gramos

50 gramos

Cantidad
500
300
300

2
2



Reactivos para PCR

Detalle
Phusion master mix
Agua libre de nucleasas
Cebador (primer) gen blatem
Cebador (primer) gen blacTx-m
Cebador (primer) gen blacmy

Cebador (primer) gen blasnv

Ultrapure TM 10X TBE buffer 1L invitrogen
Marcador de peso molecular (Ladder 100 pb)
Marcador de peso molecular (Ladder 1000 pb)
Agente revelante: Sybr® Safe DNA Gel Stain

Insumos de laboratorio

Detalle
Termo de Transporte 10 L
Mascarillas
Guantes de Examinacion (Nitrilo)
Cinta Testigo de Esterilizacion
Cinta Adhesiva Auca de Papel
Papel Aluminio
Papel Kraft
Hilo Chillo
Alcohol industrial
Alcohol Antiséptico
Gel Antibacterial
Jabén Liquido

Cloro
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Cantidad
2 unidades
2 unidades

1 unidad

1 unidad

1 unidad

1 unidad

1 unidad

1 unidad

1 unidad

1 unidad

Cantidad
1
1 caja
3 cajas
1 rollo
2 rollos
3 rollos
1 rollo
1 bobina
2 litros
1 litro
1 frasco
1 frasco

1 galén



Materiales de escritorio

Detalle Cantidad
Computadora 1
Camara Fotografica 1
Hojas de Papel Bond A4 1 paquete
Impresora 1
Cuaderno de laboratorio 1
Marcador para CD 1
Esferos 5 unidades

2.2 Métodos

2.2.1 Localizaciéon del area de estudio

La presente investigacion forma parte de la segunda etapa de la investigacion
sobre la presencia de genes de resistencia a antibiéticos emergentes E. coli de
origen canino en la ciudad de Ambato, desarrollada durante los meses de
Diciembre 2017— Junio de 2018.

Las muestras de analisis fueron tomadas en 2 diferentes clinicas veterinarias,
pertenecientes a la ciudad de Ambato, provincia de Tungurahua (hnombres 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.

En el presente estudio, las muestras denominadas como “Domésticas” hacen
referencia a las tomadas de clinicas veterinarias (CVSP Y CVPP), mientras que
las denominadas “Callejeras” hacen referencia a las obtenidas de albergues de

perros callejeros y del HDV-UTA (Callejero y callejero HDV).
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2.2.2 Ubicacién del laboratorio

Esta investigacion se llevd a cabo en el laboratorio del grupo de investigacion
UTA-RAM-OneHealth, de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Técnica de Ambato, misma que se encuentra localizada en el

canton Cevallos, sector Querochaca.

Su clima es considerado templado. Sus coordenadas geograficas corresponden
a 1°22'02" de latitud sur y 78°36'20" de longitud oeste, con una altura de 2860
msnm. La Estacion Metereologica Querochaca reporta un clima templado, con
una temperatura de 16°C, una precipitacion anual de 517,8 mm, una humedad
relativa de 81% y velocidad del viento de 5.2 m/s (INAMHI 2014).

2.2.3 Caracteristicas del lugar

La investigacion se llevo a cabo en los laboratorios de investigacion de
Microbiologia Ambiental y Agricola, microbiologia veterinaria y biologia
molecular pertenecientes a la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la

Universidad Técnica de Ambato.

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 incubacion bacteriolégica y reacciones
moleculares son detalladas para cada experimento en el apartado.

2.2.4 Factores en estudio

. Genes de resistencia antimicrobiana: blactx-m, blatem, blaskv y blacmy.

. Gen para ensayo de fingerprinting: (GTG)5

. Banco de microorganismos del Laboratorio de Microbiologia
Ambiental y Agricola: cepas bacterianas de E. coli positivas a BLEE y
AmpC.
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2.2.5 Tratamientos

Al ser un estudio netamente descriptivo no existen tratamientos de ningun tipo.
El estudio evalla la presencia de genes de resistencia (blactx-m, blatem, blasny
y blacwmy) a antibidticos en un banco de cepas aisladas a partir de muestras
tomadas de caninos callejeros y domésticos de la ciudad de Ambato.

2.2.6 Disefio experimental

La investigacion emplea un disefio de tipo observacional-descriptivo pues
estudia un grupo de cepas con caracteristicas de interés, sin manipulacion de
las variables; ademas fue retrospectiva-transversal, pues parte de un banco de
cepas clasificadas como BLEE y AmpC de E. coli; se realiz6 un dendograma
de relacion jerarquica entre los fenotipos detectados.

2.3  Manejo del experimento

2.3.1. Obtencidn de aislados de E. coli en caninos de la ciudad de Ambato

Las cepas utilizadas en la investigacién fueron obtenidas a partir de hisopados

rectales de perros provenientes de clinicas veterinarias y refugios de perros

callejeros. De las 148 muestras analizadas, se confirmaron 68 como aislados

productores de BLEE después de realizarse las pruebas bioquimicas de

confirmacion e identificacion.

2.3.2 Extraccion de DNA (Choque térmico)

La extraccion de DNA bacteriano se realizo a partir de las cepas criopreservadas

bajo el siguiente protocolo:

e Tomar 20 pL de la bacteria criopreservada e inocular en 5 ml de caldo LB

contenido en un tubo de ensayo e incubar a 37 °C over night.
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e Tomar 1000 pL de la biomasa generada y colocar en un tubo Eppendorf
rotulado y llevar a centrifugacion durante 10 minutos a 9000 rpm.

e Retirar el sobrenadante sin tomar contacto con el pellet del fondo, colocar
500 pL de agua Mili-Q y mezclar vigorosamente dando un vortex durante
15 segundos.

e Llevar a bafio maria durante 15 minutos a 90 °C y luego a la nevera a -4
°C durante 10 minutos.

e Centrifugar durante 5 minutos a 5000 rpm.

e Retirar el sobrenadante, cuidando de no tener contacto con el pellet y
colocarlo en un tubo Eppendorf rotulado.

e Desechar el pellet y almacenar el sobrenadante a -4 °C (Gonzéalez-De La
Cruz et al. 2011; Hernandez et al. 2009).

2.3.3 Técnicade PCR

Para la realizacion de esta técnica se dispuso de cuatro controles positivos, que
son cepas de bacterias portadoras de los genes en estudio, detallados en la tabla 1

y cebadores o primers detallados en la tabla 2.

Tabla 1. Cepas control utilizadas en la amplificacion de los genes de resistencia

GEN (Control positivo) Origen de la bacteria
blacTx-m Escherichia coli DH5a + pGEM (blacTtx-m)
Universidad de Barcelona-MARS
blatem Escherichia coli DH50. + pGEM (blarem)
Universidad de Barcelona-MARS
blasqv Escherichia coli DH50. + pGEM (blastv)
Universidad de Barcelona-MARS
blacmy Escherichia coli DH5a + pGEM (blacwmy)

Universidad de Barcelona-MARS

Fuente: (Autor, 2019)
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Tabla 2. Primers usados en este estudio para la amplificacion de genes.

GEN PRIMER SECUENCIA TAMANO REFERENCIA
CTXM-F ATG TGC AGY ACC AGT AARGT .
blacrx-m 600 pb (Pa%%r(l)lsf;‘t al.
CTXM-R TGG GTR AAR TAR GTS ACC AGA
TEM-F CTC ACC CAG AAA CGC TGG TG (Cli’l'o”r‘]er'
blarew 2892 Imamlg\;/it’: et
TEM-R ATCCGC CTCCATCCAGTCTA !
al. 2011)
SHV-F TTATCT CCCTGTTAG CCACC _
blagy 796 pb (Dierikx et al.
SHV-R GATTTGCTGATT TCG CTC GG 2012)
CMY-F ATGATGAAAAAATCGTTATGCTGC ..
blacuy 1138 pb (Dierikx et al.
2012)

CMY-R GCT TTT CAA GAA TGC GCC AGG

Fuente: Autor (2019)

La amplificacion de los genes blacrtx-m, blatem, blaskv y blacmy se realiza
mediante la técnica de PCR multiplex, con un volumen final de 11,25 pL

siguiendo el protocolo descrito en la tabla 3.

Tabla 3. Protocolo para PCR multiplex

Reactivo Cantidad (uL) Descripcion

Phusion U Hot Start DNA

2X Phusion U Green 6,25 Polymerase, 2X reaction buffer, 3 mM
Multiplex PCR Master Mix MgClI2, 400 uM of each dATP, dTTP,
dCTP and dGTP.
Primer-F 0,25 Concentracion: 10 uM
Primer-R 0,25 Concentracion: 10 uM
dd H20 4,5 Agua libre de nucleasas
DNA 1,25 DNA bacteriano

Fuente: Autor (2019)
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Las condiciones para el desarrollo de la reaccion de PCR de cada gen se detallan
en latabla 4.

Tabla 4. Condiciones de reaccion para PCR multiplex, por genes.

PCR CICLOS REACCION

bIaCTX-M 30 — 72°C; 72°C
0:30 !0:10 . 5:00
H 5750c ) 0:45)
i : i 4°C
! 0:30 !
! ! 00

98°C | 98°C

blasnv 30 0:30 1010
B30 O .~ J o451 5:00
i 58,5°C i 4°C
] 0:30 ]
. H 0
blatem 30 0
0:30 | 0:10  [oas 500
; 58,5°C ; 2°C
] 0:30 ]
H . [ 0]

1
98°C i 98°C 72°Ci 72°C

1
bIaCMY 30 0:30 i 0:10 60°C 045: 5:00
: : 4c
! 0:30 H
H . o0

Fuente: (Autor, 2019)

Para los ensayos de (GTG)5 fingerptinting se siguio el protocolo detallado en la
tabla 5, usando el primer (GTG)5. Las condiciones para el desarrollo de la reaccién
de (GTG)5-PCR se detallan en la tabla 6.

La secuencia del gen (GTG)5 para ensayo de fingerprinting es la siguiente

= 5-GTG-GTG-GTG-GTG-GTG-3"
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Tabla 5. Protocolo para (GTG)5-PCR

Reactivo Cantidad (uL) Descripcion

Phusion U Hot Start DNA

2x Phusion U Green 125 Polymerase, 2X reaction buffer, 3 mM
Multiplex PCR Master Mix MgCI2, 400 uM of each dATP, dTTP,
dCTP and dGTP.
Primer-(GTG)5 0,25 Concentracion: 30 pL
dd H20 11 Agua libre de nucleasas

DNA bacteriano procedente de choque
DNA 1,25 o
térmico

Fuente: Autor (2019)

Tabla 6. Condiciones de reaccion para (GTG)5-PCR.

PCR CICLOS REACCION

94°C | 94°C

1
65°C; 65°C
(GTG)5 30 5:00 | 0:30 500 160
i 45°C ’ i 4°C
! 1:00 !
H . o0

Fuente: (Autor, 2019)

2.2.4 Preparacion de soluciones

Preparacion de TBE 1x

e Medir 900 ml de agua destilada estéril.
e Tomar 100 ml de TBE 10X y mezclar.
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Preparacion de TBE 0,5x

e Medir 950 ml de agua destilada estéril.
e Tomar 50 ml de TBE 10X y mezclar.

Preparacion del gel de agarosa al 1% para PCR multiplex

e Medir 70 ml de TBE 1X.

e Pesar 0,7 g de Agarosa.

e Mezclar y fundir en el microondas aproximadamente 90 segundos.

e Agregar 0,3 uL de SYBR® Safe DNA Gel Stain cuando haya alcanzado
los 40 °C y agitar cuidadosamente.

e Dispensar cuidadosamente en la bandeja de la cAmara de electroforesis
(previamente sellada en sus bordes y con los peines en su posicion),
evitando la formacion de burbujas.

e Esperar al menos 15 minutos hasta su completa polimerizacion.

Preparacion del gel de agarosa 2% para (GTG)5-PCR

e Medir 70 ml de TBE 1X.

e Pesar 1,4 g de Agarosa.

e Mezclar y fundir en el microondas aproximadamente 120 segundos.

e Agregar 0,5 uL de SYBR® Safe DNA Gel Stain 1 kb cuando haya
alcanzado los 40 °C y agitar cuidadosamente.

e Dispensar cuidadosamente en la bandeja de la cAmara de electroforesis
(previamente sellada en sus bordes y con los peines en su posicion),
evitando la formacién de burbujas.

e Esperar al menos 15 minutos hasta su completa polimerizacion.

Preparacion de agar MacConkey

e Medir 50 g por cada 1000 ml de agua destilada.
e Homogeneizar la mezcla y autoclavar.
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e Si fuere necesario agregar antibiéticos, hacerlo cuando el agar haya
alcanzado los 25 °C.

e Dispensar en cajas Petri y guardar.

2.2.6 Electroforesis en gel de agarosa 1%

e Colocar la bandeja en la camara de electroforesis, previamente llena con
solucion de TBE al 1% y quitar los peines.

e Colocar las muestras en los pocillos en el orden descrito en la figura 1,
donde L: Ladder, C: controles (+) o (-), M: muestras.

e Cerrar la cdmaray programar a 120 voltios, durante 40 minutos.

Figura 1. Orden de colocacidn en los pocillos para PRC multiplex.

2.2.7 Electroforesis en gel de agarosa 1,5%

e Colocar la bandeja en la camara de electroforesis, previamente llena con
solucion de TBE al 0,5% y quitar los peines.

e Colocar las muestras en los pocillos en el orden descrito en la figura 2,
donde L: Ladder, C: control (-), M: muestras.

e Cerrar la cdmaray programar a 70 voltios, durante 5 horas.
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Figura 2. Orden de colocacion en los pocillos para (GTG)5.

Visualizacion de geles

e Retirar el gel de la cAmara de electroforesis.

e Llevar al transiluminador UV y colocar en la bandeja.

e Programar y encender la luz UV y observar los fragmentos de DNA
(Colomer-Lluch, Jofre, and Muniesa 2011).
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Resultados

Identificacion de la presencia de genes blactx-m, blatem, blaskv y blacmy de

resistencia a betalactamicos en aislados de E. coli.

La tabla 8 muestra los resultados de la deteccion de los cuatro genes de resistencia:
blactx-m, blatem, blaskv y blacmy en las muestras analizadas por la técnica de PCR
multiplex. Se detect6 una importante presencia de genes de resistencia en las clinicas
veterinarias y en animales callejeros, siendo blactx-m, blatem los de mayor frecuencia

de presentacion, seguidos de blasnv y blacwmy.

Figura 3. Presentacion individual de cada gen.

100
80
60
40
20
0

bIaCTX M DblaTEM blaSHV blaCMY
mNEGATIVOS % 33,8 94,1 941
mPOSITIVOS % 91,2 66,2 5,9 59

Fuente: (Autor, 2019)

El Figura 3 muestra en detalle que el gen blactx-m Se encuentra presente en el 91,18%
(n=62) de las muestras analizadas mientras que solo el 8,82% (n=6) son negativos; el
gen blarewm, se halla en el 66,18% (n=45) de las muestras, frente al 33,82% (n=45) que
son negativos; los resultados para los genes blasnv y blacmy son similares ya que se
encontraron tan solo en el 5,88% (n=4) de las muestras mientras que el 94,12% (n=64)

son negativas.
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Tabla 7. Presencia de genes de resistencia a betalactamicos (blactx-m, blatem, blasnv
y blacmy) en muestras del banco de cepas BLEE.

# MUESTRA ORIGEN BLEE AMPC blarem blactxm blasny  blacmy

37 C18a Callejero Sl Sl - + - -
61 C19b Callejero Sl Sl - + - -
63 Cl7b Callejero Sl Sl - + - -
62 C29% Callejero Sl Sl - + - -
58 C2c Callejero Sl Sl - + - -
61 C19 Callejero Sl Sl - + - -
58 C2c Callejero Sl Sl - + - -
74 C2b Callejero Sl Sl - + - -
64 C30b Callejero Sl Sl - + - -
77 Cl4b Callejero Sl Sl + + - -
11 Cl4a Callejero Sl Sl + + - -
10 C2a Callejero Sl Sl + + - -
25 C19a Callejero Sl Sl + + - -
20 Cl7a Callejero Sl Sl + + - -
28 C30a Callejero Sl Sl + + - -
69 C18b Callejero Sl Sl + + - -
27 C29%a Callejero Sl Sl + 4+ - -
65 C36 CallejeroHDV ~ NO Sl + - - +
66 C37 Callejero HDV Sl Sl - - - +
66 C37 Callejero HDV S S - - - +
45 CVPP 08 CVPP NO SI - + - -
41 CVPP 04a CVPP NO SI - + - -
44 | CVPP 07al CVPP SI SI - + - -
43 CVPP 06 CVPP Sl Sl + + - -
42 CVPP 05a CVPP SI NO + + - -
40 = CVPP03a CVPP NO Sl + + - -
55  CVPP 12a CVPP Sl Sl + + - -
32 CVSP68a CVSP Sl NO + - + -
71 CVSP68b CVSP Sl Sl + z + -
51 CVSP 89 CVSP Sl NO - - - -
5 CVSP 12a CVSP Sl Sl + + + -
78 | CVSPATE2 CVSP Sl Sl + + + -
70 | CVSP73b CVSP Sl Sl - + - -
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59
38
76

35
46
34
56

31
73
57
53
50
49
72
60
60
16
15
17
14
19
13
19
18
47

36
75
30
2
52

MUESTRA
CVSP 99
CVSP 79a

CVSP 45E2

CVSP 18Ea
CVSP 76a
CVSP 81a
CVSP 73a

CVSP 100a

CVSP 15Sa

CVSP 26Sa
CVSP 08a
CVSP 62a
CVSP 62b

CVSP 17Sb
CVSP 94
CVSP 85
CVSP 84
CVSP 57b
CVSP 60b
CVSP 60b

CVSP 4381
CVSP 39S

CVSP 45E1la

CVSP 37E1

CVSP 48E1

CVSP 35E1

CVSP 48E1

CVSP 47E1
CVSP 83a

CVSP 17Sa
CVSP 77a

CVSP45E1
CVSP 61la
CVSP 04a
CVSP 93

ORIGEN
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP
CVSP

BLEE AMPC bIaTEM blaCTxM

Sl
Sl
Sl
Sl
Sl
Sl
Sl
NO
Sl
Sl
NO
Sl
Sl
NO
S
Sl
SI
S
SI
S
SI
S
NO
Sl
NO
Sl
NO
Sl
NO
Sl
Sl
S
S
NO
Sl
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Los perfiles genotipicos de resistencia identificaron que existen cinco tipos de
combinaciones de los genes en estudio (detallados en la tabla 8), mientras que dos
grupos indicaron la presentacion de un solo gen y tan solo una muestra no presento

amplificaciones de ninguno de los cuatro genes analizados.

Tabla 8. Combinaciones de genes de resistencia en muestras analizadas.

N° Genes combinados Cantidad %
C1 blactx-m + blatem + blasnyv 2 2,9
C2 blactx-m + blatem + blacmy 1 15
C3 blactx-m + blatem 39 57,4
C4 blatem + blaspv 2 29
C5 blatem + blacmy 1 15
S1 blactx-m 20 29,4
S2 blacmy 2 2,9
N CVSP 89 1 1,47
TOTAL 68 100

Fuente: (Autor, 2019)

La tabla 9 muestra el porcentaje de presentacion de los genes de resistencia en
dependencia del origen de las muestras de E. coli obtenidas. En cuanto a las 48
muestras obtenidas de perros domésticos, el 93,8% presentaron el gen blactx-m; el 75%
fue positivo al gen blaTem; el 8,3% correspondio al gen blasqv y el 2,1% amplifico al
gen blacwmy. Por otro lado, de las 20 muestras tomadas de perros callejeros el 85%
corresponde a genes de tipo blactx-m, el 45% son positivas al gen blarem, no existe

amplificacion de genes de tipo blasnv y el 15% presentaron el gen blacwmy.

Tabla 9. Porcentaje de presentacion de genes de resistencia dependiendo del origen

de la muestra.

ORIGEN MUESTRAS blactxm % blatem % blasnkv % blacmy %

Domésticos 48 45 93,8 36 75 4 8,3 1 2,1
Callejeros 20 17 85 9 45 0 0 3 15
TOTAL 68 62 45 4 4

Fuente: (Autor, 2019)
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En la tabla 10 se pueden observar las caracteristicas epidemioldgicas de las muestras.

Tabla 10. Porcentaje de las caracteristicas epidemioldgicas basadas en las 68 muestras

aisladas en caninos de la cuidad de Ambato.

Sexo (N°/%)
Macho
(39/57,35%)

Hembra
(29/42,65%)

Categorias de edad

(N°/%)

PED (24/35,29%)

ADL (35/51,47%)

GER (9/13,24%)

Origen muestra (N°/%)

Domeéstico CVSP
(41/60,29%)
Domeéstico CVPP
(7/10,29%)

Callejero (17/25%)
Callejero HDV (3/4.41%)

Motivo de consulta

(N°/%)

DER (1/1,47%)

DIS (2/2,94%)

HAB (4/5,88%)
ITX (1/1,47%)
NPL (1/1,47%)
ORQ (2/2,94%)
OSA (2/2,94%)
PTM (1/1,47%)
S (31/45,59%)
GES (1/1,47%)
TBR (4/5,88%)
NEU (1/1,47%)
VIN (2/2,94%)

GTX (10/14,71%)

PVS (5/7,35%)

PED: pediatricos (<18 meses); ADL: adultos (18 meses-10 afios); GER:
geriatrico (>10 afios); DER: dermatitis; DIS: distemper; HAB: herida abrasiva;
ITX: intoxicacion; NPL: neoplasias; ORQ: orquiectomia; OSA:osteoartritis;
PTM: politraumatizado; S: sano; GES: gestante; TBR: traqueobronquitis;
NEU: neumonia; VIN: intosucepcion; GTX: gastroenteritis; PVS: parvovirosis.

Fuente: (Autor, 2019)

Las caracteristicas epidemioldgicas de los aislados indican que, en cuanto al sexo, el

mayor porcentaje de aislamientos corresponde a machos (57,35%); por otro lado, la
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poblacion de categoria adulta presenta un mayor porcentaje de casos de resistencia
(51,47%) sin omitir que la categoria pediatrica tiene un importante nimero de casos
(35,29%); los perros de origen doméstico presentan una elevada tasa de resistencia con
un porcentaje de 70,59% (Domestico CVSP + Domeéstico CVPP), frente a un 29,41%
de perros callejeros (Callejeros + Callejero HDV); finalmente el 45,59% de aislados
corresponde a perros que llegaron a consulta no por enfermedad sino por controles
preventivos, es decir, pacientes sanos. Es importante mencionar que los pacientes que
llegaron a consulta por gastroenteritis presentan un alto porcentaje de aislados
(14,71%).

Tabla 11 Porcentaje de caracteristicas epidemiologicas basadas en las 148

muestras iniciales

Sexo (N°/%) Categorias de edad Origen muestra Motivo de consulta
(N°/%) (N°/%) (N°/%)
Macho (39/ 26,4%) PED (24/16,2%) Domeéstico (48/32,4%) Sanos (31/21%)

Hembra (29/ 19,6%) ADL (35/23,7%) Callejero (20/13,5%) Enfermos (37/25%)

GER (9/6,1%)

Ensayos de conjugacion

Tomando en cuenta el perfil de resistencia de las muestras realizado en un anterior
ensayo, se realiz6 un analisis jerarquico de conglomerados utilizando el software MeV.
El arbol de analisis jerarquico se dividié en 8 conglomerados agrupados segun su perfil

de susceptibilidad frente al panel de antimicrobianos testeados.

De cada conglomerado se tomoO una cepa al azar y se la conjugd con una cepa
receptora: E. coli J53 resistente a azida de sodio (AZ"). La tabla 11 muestra los

resultados de la transferencia de genes de resistencia detectada por medio de PCR.

Tabla 12. Resultados de la transconjugacion entre cepa donadoray E. coli J53.

BACTERIA DONANTE TRANSCONJUGADOS
C TC DONANTE ORIGEN bla bla bla bla bla bla bla bla

TEM CTXM SHV CMY TEM CTXM SHV CMY
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C1
C2
C3
C4
C5
C7
C8

J53 CVSP73a  Doméstico CVSP - + - - + + -
J53 C30 Callejero + + - - 4 + -
J53 CVSP 93 Domeéstico CVSP + + - + + + -
J53 CVSP62a  Doméstico CVSP + + = S + + -
J53 CVSP8la  Doméstico CVSP - + - - + + -
J53 CVSP 43s Domeéstico CVSP + + - - + + -
J53 CVSP76a  Doméstico CVSP - + - - + + -

Todas las bacterias evaluadas transfirieron sus mecanismos de resistencia a B-
lactimicos a la bacteria receptora, sugiriendo que estos genes se encuentran

codificados dentro de plasmidos.

Evaluacion la diversidad clonal de los genes de resistencia a

betalactamicos en aislados de E. coli.

El dendograma se obtuvo mediante el uso del programa GelJ; ademas la similitud entre
cepas se analizd mediante el indice de Dice, por el Método de Pares no Ponderados
utilizando una Media Aritmética (UPGMA).

La diversidad clonal entre las cepas analizadas es demostrada en este arbol, en el cual
se considero6 una similitud mayor o igual a un 80% para agrupar las cepas en un mismo

clon.
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Figura 4. Dendograma de los 68 aislados de E. coli procedentes de caninos de Ambato.

# | G.Cl. | MUESTRA ID ORIGEN EDAD RAZA SEXO | ANAMNESIS
56 C1 CVSP 100* Doméstico CVSP 10 afios Poodle H NPL
5 C2 CVSP 122 Doméstico CVSP 9 afios Doberman Pinscher M S
37| C3 Cl8a Callejero 2 afios Mestizo H s
77) C4 C14b Callejero 3 afios Mestizo M S
1] c4 Clda Callejero 3 afios Mestizo M S

6 C4 CVSP 15Sa Doméstico CVSP 4 meses Pitbull M S
10 C5 C2a Callejero 2 afios Mestizo M HAB
70 C5 CVSP 73b Doméstico CVSP 10 afios Poodle H OSA
9 C5 CVSP 26Sa Doméstico CVSP 2 afios Pastor Aleméan H S
4 C5 CVSP 082 Doméstico CVSP 2 afios Shitzu H GTX
61] C6 C19b Callejero 2 afios Mestizo H s
31| C6 CVSP 622 Doméstico CVSP | 4 meses Pekinés H S
25 C6 Cl19 Callejero 2 afios Mestizo H s
73] C7 CVSP 62b Doméstico CVSP | 4 meses Pekinés H S
78 c7 CVSP47E2 Doméstico CVSP 9 afios Poodle M GTX
s7| €7 CVSP 17Sh Doméstico CVSP 1 afio Shitzu M S
53] €7 CVSP 94 Doméstico CVSP 3 afios Pitbull H GES
50 c7 CVSP 85 Doméstico CVSP 3 afios Teckel M PTM
49 C7 CVSP 84 Doméstico CVSP | 4 meses Mestizo M S
63] C8 C17b Callejero 8 meses Pitbull M VIN
45| C8 CVPP 08 Doméstico CVPP 14 afios Golden retriever M NEU
65| C8 C36 Callejero HDV 4 afios Poodle M S
62] C8 C29b Callejero 7 afios Mestizo H S
2] C9 CVSP 57b Doméstico CVSP 3 afios Mestizo M TBR
66 | C9 c37 Callejero HDV 5 afios Mestizo M S
s8] C9 C2c Callejero 2 afios Mestizo M HAB
61] C9 C19b Callejero 2 afios Mestizo H S
60 | C9 CVSP 60b Doméstico CVSP 2 afios Mestizo H S
59| C9 CVSP 99 Doméstico CVSP | 2 meses Bull Terrier M GTX
60| C9 CVSP 60b Doméstico CVSP 2 afios Mestizo H S
s8] C9 C2c Callejero 2 afios Mestizo M HAB
8| ¢ CVSP 79 Doméstico CVSP | 4 meses Mestizo H S
66 | C9 C37 Callejero HDV 5 afios Mestizo M S
16| C9 CVSP 4351 Doméstico CVSP 2 meses Poodle H S
41 ] C10 CVPP 042 Doméstico CVPP 8 afios Mestizo H DER
20| C10 Cl7a Callejero 8 meses Poodle M VIN
15 Cll CVSP 39S Doméstico CVSP 2 afios Poodle H S
17| Cci1 CVSP 45E1a Doméstico CVSP 1 mes Sharpei M PVS
14| Cll CVSP 37E1 Doméstico CVSP | 3 meses Pitbull M GTX
19| cun CVSP 48E1 Doméstico CVSP | 12 afios Poodle M TBR
13| Cl1 CVSP 35E1 Doméstico CVSP 1 mes Shitzu M GTX
28] c12 C30a Callejero 9 afios Mestizo H S
74 Ci12 C2b Callejero 2 afios Mestizo M HAB
76 | C12 CVSP 45E2 Doméstico CVSP 1 mes Sharpei M PVS
52| Cl2 CVSP 93 Doméstico CVSP | 2 meses Poodle M GTX
51] Cl2 CVSP 89 Doméstico CVSP 1 afio Boxer H GTX
19| C12 CVSP 48E1 Doméstico CVSP 12 afos Poodle M TBR
18| c12 CVSP 47E1 Doméstico CVSP 9 afios Poodle M GTX
47| C12 CVSP 832 Doméstico CVSP 10 afios Poodle M TBR
8 C12 CVSP 18Ea Doméstico CVSP 2 afios Bulldog Inglés M GTX
7| c12 CVSP 17Sa Doméstico CVSP 1 afio Shitzu M S
36| C13 CVSP 772 Doméstico CVSP 8 afios Mestizo M S
35| C13 CVSP 76 Doméstico CVSP 2 afios Yorkshire H S
32| c1 CVSP 68 Doméstico CVSP | 15 afios Poodle M ORQ
64| CI3 C30b Callejero 9 afios Mestizo H S
43| Cl4 CVPP 06 Doméstico CVPP 3 afios Mestizo H S
42| C15 CVPP 05° Doméstico CVPP 6 meses Cocker spaniel H DIS
40| C15 CVPP 03 Doméstico CVPP | 3 meses Poodle H S
75| Ci15 CVSP45EL Doméstico CVSP 1 mes Sharpei M PVS
69 | Ci15 C18b Callejero 2 afios Mestizo H S
46 | C15 CVSP 812 Doméstico CVSP | 3 meses Pitbull M PVS
44| C15 CVPP 07°1 Doméstico CVPP 5 meses Poodle M DIS
71] C15 CVSP 68b Doméstico CVSP 15 afios Poodle M ORQ
34] CI5 CVSP 73 Doméstico CVSP 10 afios Poodle H OSA
55| C15 CVPP 12a Doméstico CVPP 3 afios Schnautzer M ITX
30| Ci5 CVSP 612 Doméstico CVSP | 6 meses Schnautzer H PVS
27| Ci6 C2% Callejero 7 afios Mestizo H S
2 | C16 CVSP 04a Doméstico CVSP | 3 meses Husky Siberiano H GTX
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El grupo clonal C4 presenta 3 aislamientos con 1 subtipo de los cuales dos pertenecen
a un mismo origen callejero y uno a un origen doméstico (CVSP). Las cepas C1, C2y
C3 presentan un porcentaje de similitud bajo (72%, 72% y 65% respectivamente), por

lo que se las considera como posiblemente relacionadas con el grupo clonal C4.

Los grupos C5 y C6 presentan 4 aislamientos con 2 subtipos, y 3 aislamientos con 1
subtipo respectivamente; en ambos grupos los aislamientos varian su origen entre

callejero y doméstico (CVSP).

El grupo C7 presenta 6 aislados con 3 subtipos, todos pertenecientes al mismo origen,

mientras que el grupo C8 contiene 4 aislados con 1 subtipo y de origenes variados.

Los grupos C9, C10, C12, C13, C14 y C15 presentan 11, 2, 10, 4, 11 y 2 aislados, y 4,
3, 4, 2, 5y 1 subtipos respectivamente, distribuidos en distintos origenes tanto
domeésticos como callejeros. ElI grupo C11 presenta 5 aislados con tres subtipos

ubicados en un mismo origen doméstico (CVSP).

En grupos como C7, C9, C12 y C15 se evidencian cepas indistinguibles entre si al
poseer un patrén clonal igual; en la mayoria de grupos clonales se observa que las
cepas estan genéticamente reacionadas y tienen origenes distintos lo que nos indica

(ue poseen un ancestro comdn circundante.
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Andlisis jerarquico de los mecanismos de resistencia genotipica a R-lactamicos.

El andlisis jerarquico de conglomerados se realiz6 usando los resultados de la
presencia de los genes de resistencia en los aislados de E. coli, resultando en la
agrupacion de ocho grupos (conglomerados) diferenciados por la presencia de uno,

dos, tres o0 ningun gen de resistencia.

El clUster 1 (CR1) contiene dos cepas que fueron positivas a los genes blatem y blasnv;
el CR2 corresponde a dos cepas que contienen los genes blatem, blactx-my blasnv; el
CR3 corresponde a 20 cepas que amplificaron el gen blacTtx-m; el CR4 contiene 39
cepas que mostraron los genes blatem y blactx-m; el CR5 corresponde a una Unica cepa
que amplifico los genes blartem, blactx-m y blacwmy; la cepa que corresponde al CR6
amplifico los genes blatem y blacmy; el CR7 contiene dos cepas que amplificaron el
gen blacwmy y finalmente el CR8 que contiene una sola cepa que no amplificé ninguno

de los cuatro genes de resistencia a betalactamicos.
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Figura 5. Arbol jerarquico de los resultados de la presencia de los cuatro genes de
resistencia a betalactdmicos de las 68 cepas analizadas, donde:
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Tabla 13. Detalle de cada aislado agrupado por conglomerados.

# C. RESIST MUESTRA ORIGEN EDAD RAZA SEXO ANAMNESIS
32 CR1 CVSP 68a Domeéstico CVSP 15 aflos Poodle M ORQ
71 CR1 CVSP 68b Domeéstico CVSP 15 afios Poodle M ORQ
5 CR2 CVSP 12a Domeéstico CVSP 9 afos Doberman Pinscher M S
78 CR2 CVSPATE2 Doméstico CVSP 9 afos Poodle M GTX
63 CR3 Cl7b Callejero 8 meses Pitbull M VIN
37 CR3 Cl18a Callejero 2 afios Mestizo H S
61 CR3 C19b Callejero 2 afios Mestizo H S
61 CR3 C19b Callejero 2 afios Mestizo H S
62 CR3 C29b Callejero 7 afios Mestizo H S
74 CR3 C2b Callejero 2 afios Mestizo M HAB
58 CR3 C2c Callejero 2 afios Mestizo M HAB
58 CR3 C2c Callejero 2 afios Mestizo M HAB
64 CR3 C30b Callejero 9 afos Mestizo H S
41 CR3 CVPP 04a Domeéstico CVPP 8 afios Mestizo H DER
44 CR3 CVPP 07al Doméstico CVPP 5 meses Poodle M DIS
45 CR3 CVPP 08 Domeéstico CVPP 14 afios Golden retriever M NEU
8 CR3 CVSP 18Ea Doméstico CVSP 2 afos Bulldog Inglés M GTX
76 CR3 CVSP 45E2 Doméstico CVSP 1 mes Sharpei M PVS
34 CR3 CVSP 73a Domeéstico CVSP 10 afios Poodle H OSA
70 CR3 CVSP 73b Domeéstico CVSP 10 afos Poodle H OSA
35 CR3 CVSP 76a Domeéstico CVSP 2 afos Yorkshire H S
38 CR3 CVSP 79a Domeéstico CVSP 4 meses Mestizo H S
46 CR3 CVSP 8la Domeéstico CVSP 3 meses Pitbull M PVS
59 CR3 CVSP 99 Domeéstico CVSP 2 meses Bull Terrier M GTX
11 CR4 Clda Callejero 3 afios Mestizo M S
77 CR4 Cl14b Callejero 3 afios Mestizo M S
20 CR4 Cl7a Callejero 8 meses Poodle M VIN
69 CR4 C18b Callejero 2 afios Mestizo H S
25 CR4 C19a Callejero 2 afios Mestizo H S
27 CR4 C29a Callejero 7 afios Mestizo H S
10 CR4 C2a Callejero 2 afios Mestizo M HAB
28 CR4 C30a Callejero 9 afios Mestizo H S
40 CR4 CVPP 03a Domeéstico CVPP 3 meses Poodle H S
42 CR4 CVPP 05a Domeéstico CVPP 6 meses Cocker spaniel H DIS
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# C. RESIST MUESTRA ORIGEN EDAD RAZA SEXO ANAMNESIS
43 CR4 CVPP 06 Domeéstico CVPP 3 afos Mestizo H S
55 CR4 CVPP 12a Domeéstico CVPP 3 afios Schnautzer M ITX
2 CR4 CVSP 04a Domeéstico CVSP 3 meses Husky Siberiano H GTX
4 CR4 CVSP 08a Domeéstico CVSP 2 afos Shitzu H GTX
56 CR4 CVSP 100a Domeéstico CVSP 10 afios Poodle H NPL
6 CR4 CVSP 15Sa Domeéstico CVSP 4 meses Pitbull M S
7 CR4 CVSP 17Sa Domeéstico CVSP 1 afio Shitzu M S
57 CR4 CVSP 17Sb Domeéstico CVSP 1 afio Shitzu M S
9 CR4 CVSP 26Sa Domeéstico CVSP 2 afios Pastor Aleman H S
13 CR4 CVSP 35E1 Domeéstico CVSP 1 mes Shitzu M GTX
14 CR4 CVSP 37E1 Domeéstico CVSP 3 meses Pitbull M GTX
15 CR4 CVSP 39S Domeéstico CVSP 2 afios Poodle H S
16 CR4 CVSP 43S1 Domeéstico CVSP 2 meses Poodle H S
17 CR4 CVSP 45Ela Domeéstico CVSP 1 mes Sharpei M PVS
18 CR4 CVSP 47E1 Domeéstico CVSP 9 afios Poodle M GTX
19 CR4 CVSP 48E1 Domeéstico CVSP 12 afios Poodle M TBR
19 CR4 CVSP 48E1 Doméstico CVSP 12 afos Poodle M TBR
72 CR4 CVSP 57b Domeéstico CVSP 3 afios Mestizo M TBR
60 CR4 CVSP 60b Domeéstico CVSP 2 afnos Mestizo H S
60 CR4 CVSP 60b Domeéstico CVSP 2 afios Mestizo H S
30 CR4 CVSP 6la Domeéstico CVSP 6 meses Schnautzer H PVS
31 CR4 CVSP 62a Domeéstico CVSP 4 meses Pekinés H S
73 CR4 CVSP 62b Domeéstico CVSP 4 meses Pekinés H S
36 CR4 CVSP 77a Domeéstico CVSP 8 afos Mestizo M S
47 CR4 CVSP 83a Domeéstico CVSP 10 afios Poodle M TBR
49 CR4 CVSP 84 Domeéstico CVSP 4 meses Mestizo M S
50 CR4 CVSP 85 Domeéstico CVSP 3 afos Teckel M PTM
53 CR4 CVSP 94 Domeéstico CVSP 3 afios Pitbull H GES
75 CR4 CVSP45E1 Doméstico CVSP 1 mes Sharpei M PVS
52 CR5 CVSP 93 Domeéstico CVSP 2 meses Poodle M GTX
65 CR6 C36 Callejero HDV 4 afios Poodle M S
66 CR7 C37 Callejero HDV 5 afios Mestizo M S
66 CRY C37 Callejero HDV 5 afios Mestizo M S
51 CRS8 CVSP 89 Domeéstico CVSP 1 afio Boxer H GTX
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3.2 Discusion

Identificacion de la presencia de genes blaTewm, blasnv, blactx-m y blacmy de

resistencia a betalactamicos en aislados de E. coli.

Se estima que aproximadamente el 80% del total de antibidticos a nivel mundial son
administrados a animales; por lo tanto, los sectores veterinario y zootécnico
representan los principales responsables de la aceleracion del ritmo evolutivo en el
resistoma bacteriano (Hsu et al. 2014; Martinez 2009; Sarmah, Meyer, and Boxall
2006). La mayoria de estudios de resistencia esta enfocada a animales destinados al
consumo humano, dejando de lado el andlisis epidemioldgico de los animales de
compafiia que podrian representar reservorios de bacterias resistentes y
multirresistentes y son un potencial vector hacia el ser humano, ya que comparten
estrechamente nichos ecoldgicos (Carvalho et al. 2016; Finch et al. 2010; Ortega-
Paredes et al. 2019).

La presencia de bacterias resistentes a betalactamicos se detectan cada vez con mayor
frecuencia en muestras caninas, lo que resulta alarmante por el hecho de gue este grupo
de antimicrobianos son el de eleccion fundamental en la practica médica, tanto humana
como veterinaria (Medina Morales et al. 2015). En nuestro pais, las investigaciones
acerca de la resistencia bacteriana a betalactamicos ha sido limitada. Los organismos
de control sanitario aun no han logrado frenar el uso indebido de antimicrobianos
administrados en la practica veterinaria empirica, lo que conlleva a una mayor
exposicion de las bacterias a estos, lo que desemboca en mutaciones y adquisicion de
material genético que codifica mecanismos de resistencia (Gestal and Villacis 2014;
INSPI1 2016; Ministerio de Salud 2018; Ministerio de Salud Publica del Ecuador
2019; Salud 2014; Villacis 2017). No hay que dejar de lado que varias investigaciones
sugieren que el consumo de alimentos de origen animal ha aportado a la aparicion de
genes de resistencia en animales de compafiia que no han tenido contacto con otras
especies (Sun et al. 2017). Nuestros resultados sugieren el potencial rol zoonético de

los perros como reservorios de bacterias multirresistentes, ya que fueron detectados
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genes de resistencia a betalactamicos de interés de salud publica con una elevada
frecuencia, independientemente de la patologia diagnosticada.

Este estudio revela que hay una elevada presencia de genes de resistencia a
betalactamicos en aislados de caninos provenientes de una misma zona geografica
(Ambato); de las 68 muestras BLEE, el 91,18% (n=62) amplificaron el gen blactx-m
identificAndose como el gen con mayor tasa de expresion; resultados similares se
obtuvieron en China, Estados Unidos y Brasil, donde el 100% de las muestras aisladas
de caninos amplificaron el gen blactx-v (Melo et al. 2018; Shaheen et al. 2011; Sun
et al. 2010); estos resultados e indicios muestran una importante presencia del gen
blactx-men caninos, y es una muestra de su potencial diseminacion mundial. En cuanto
al origen de las muestras, este gen manifestd un mayor porcentaje de presentacion en

caninos domeésticos que en caninos callejeros (70,6% vs 29,4%).

Con respecto al gen blatem también presentd un alto porcentaje de expresion, 66,2%
(n=45/68); y al igual que en el anterior gen, se presentd en un porcentaje superior en
los aislamientos de origen doméstico (75%, n= 36/48) en relacion a los de origen
callejero (45%, n=9/20). En un estudio realizado en Brasil, detectaron que el 19 % de
aislamientos de E. coli canino portaban este gen como Unico BLEE o en combinacién
(n= 8/42) (Carvalho et al. 2016). En los Paises Bajos, el 13.8% (n=4/29) de
aislamientos de animales de compafiia con fenotipo BLEE presentaron el gen de
resistencia blatem, solo 0 en combinacion (Dierikx et al. 2012). Un futuro estudio
podria analizar las variantes pertenecientes este gen, considerando que su presencia es

notable en contraste con aislamientos de otros origenes.

En el caso del gen blasnv, detectandose aislamientos positivos Gnicamente en muestras
de perros con duefio (5.9 % total, 8.3% en perros domésticos). La presencia de este
gen BLEE no es muy frecuente en aislamientos de origen canino. Por ejemplo, en un

estudio realizado en Suiza, detectaron la presencia de este gen en aislamientos de E.
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cloacae y K. pneumoniae, siendo negativos para los aislamientos de E. coli (Zogg et
al. 2018). En México, en un estudio realizado en 53 perros sanos, Unicamente se
detect6 en una muestra positiva (Rocha-Gracia et al. 2015). Los aislamientos caninos
de E. coli portadores de blasnv poseen un perfil de multirresistencia antibidtica en un
estudio realizado en Espafia (Alonso et al. 2017). Un estudio realizado en Suiza
identifico la presencia de este gen en perros hogarefios y sus duefios, quienes
confirmaron que mas de una vez se compartieron comida y utensilios (Ljungquist et
al. 2016). En el afio 2015 en Suiza se realizaron estudios de diferentes fuentes
alimenticias destinadas al consumo de perros domésticos, incluyendo dietas
comerciales, hallandose la presencia del gen blasnv en aquellas que no habian sido
tratadas térmicamente sin importar si fueron de alguna marca comercial o no (Nilsson
2015). En el caso de este estudio, este gen se lo detecté Unicamente en combinacion
con otras enzimas BLEE (Tabla 8), por lo que se puede sugerir que dichos aislamientos

poseen multirresistencia y una elevada virulencia.

En el caso de la betalactamasas de tipo AmpC, el gen blacmy fue detectado en una
muestra de perro con duefio y tres de perros callejeros. Este gen es habitualmente
detectado en muestras con fenotipo AmpC, como los observados en un estudio
holandés en el cual el 50% (n= 11/22) de los aislamientos de enterobacterias AmpC
positivas, provenientes de animales de compafiia, poseian este gen en diversas
variantes (Dierikx et al. 2012). La presencia de este gen ha sido detectada en muestras
de Salmonella aisladas de carne cruda de diferentes animales (Nair,
Venkitanarayanan, and Johny 2018). Un estudio realizado en Suiza detecto la
presencia de este gen en aislados de E. coli obtenidos de muestras de perros que fueron
alimentados con una dieta basada en alimentos crudos (Ljungquist et al. 2016), por
lo que se puede sugerir que la presencia de este gen en aislados de E. coli de origen
canino esta relacionada directamente con la dieta de los animales; cabe mencionar que
los animales de origen callejero no cuentan con una fuente constante de alimento y
muchas de las veces consumen restos de origen animal o vegetal crudos o con una
coccion deficiente . Desafortunadamente, este estudio no cuenta con informacion

referente a los habitos dietarios de los animales muestreados.
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Por lo expuesto, los aislamientos provenientes de perros con duefio poseen una mayor
tasa de deteccion de genes de resistencia a -lactdmicos en contraste a los animales
callejeros (Tabla 10). De la misma forma, se observé una mayor tasa de deteccion en
aislamientos provenientes de animales adultos. La presencia de estos genotipos no esta
ligada exclusivamente a enfermedades gastrointestinales, ya que se observd que
provienen de animales diagnosticados con una gran diversidad de patologias y también
de animales sanos (Tabla 10). Por lo que se puede sugerir que los perros representan
portadores silenciosos de bacterias entéricas con genes de resistencia de interés

epidemioldgico.

En los ensayos de conjugacion (Tabla 11) se determiné que las bacterias evaluadas
(tomadas al azar) podian eficientemente transferir sus plasmidos de resistencia a una
bacteria receptora. Esto es un indicador de que las bacterias provenientes de perros
podrian participar en eventos de transferencia genética horizontal en los microbiomas
donde se encuentren presentes, y que los genes de resistencia BLEE se encuentran
codificados en plasmidos (Tenover 2006). Los residuos fecales de perros podrian
representar un vector de transmisién de bacterias multirresistentes, con capacidad de
transferir sus mecanismos de resistencia a la microbiota humana. Por lo cual, la gestion
de los residuos de los animales domésticos, asi como ciertas practicas de contacto
mascota-propietario deberian ser revisados, en especial en personas con el sistema

inmunoldgico disminuido.

Evaluacion de la diversidad clonal de los genes de resistencia a betalactamicos en
aislados de E. coli.

Con la finalidad de evaluar el grado de relacion existente entre los aislamientos
positivos, se realizo la evaluacion de la diversidad clonal utilizando un marcador de
regiones repetitivas palindromicas (GTG5). La figura 4 detalla el arbol jerarquico de
estos aislamientos, observandose una elevada diversidad clonal (16 clusters)
independientes del origen, tipo de muestra, edad, raza, sexo y anamnesis. Este
resultado es consistente con otros estudios, en los cuales su diversidad clonal no esta

atribuida a su repertorio de genes de resistencia (Carvalho et al. 2016; Tenaillon et
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al. 2010). Los genes de resistencia evaluados se encuentran mayoritariamente
codificados en plasmidos (Ghafourian et al. 2015), y las regiones repetitivas
palindrémicas se encontraran en su mayoria en el cromosoma (Mohapatra et al.
2007). La diversidad microbiana depende en gran medida de los factores abidticos y
bioticos circundantes, como el tipo de dieta y contacto con otros animales y humanos
(Dethlefsen, McFall-Ngai, and Relman 2007); por lo que, en un estudio
complementario, se podria analizar en qué medida los aislamientos de origen canino
se relacionan con los de sus duefios y con los de los alimentos ingeridos, para detectar
posibles rutas de transmision y elucidar en parte esta elevada diversidad genética entre

los aislamientos de E. coli de origen canino.
Analisis jerarquico de los mecanismos de resistencia fenotipica a R-lactamicos

En relacién a la diversidad de genes de resistencia a betalactdmicos, se obtuvieron
ocho grupos de acuerdo a su diversidad (Figura 5). Es de considerable interés los
grupos 2 (blatem, blashv y blactx-m) y 5 (blatem, blacmy y blactx-m) los cuales
albergan hasta tres genes cada uno. Los aislamientos del grupo 2 pertenecen a animales
adultos, con duefio, masculinos, de diferentes razas y anamnesis (sano y con
gastroenteritis) (Tabla 12). EI miembro del grupo 5, en cambio, pertenece a un paciente
pediatrico, masculino, raza Poodle, diagnosticado con gastroenteritis. En el
dendograma de diversidad genética (Figura 4), estos aislamientos provienen de
diversos origenes genéticos, por lo que se descarta que puedan provenir de clones
multirresistentes con un ancestro en comun reciente. Se sugiere que estas bacterias
fueron adquiriendo sus mecanismos de resistencia por transferencia genética
horizontal en eventos evolutivos recientes y que no guardan relacion con un brote en
especifico. La mayoria de microorganismos evaluados poseen los genes blactx-m y
blatem en conjunto, la cual es una interaccién observada en aislamientos
multirresistentes de caninos y otros animales de comparfiia (Alonso et al. 2017;
Dierikx et al. 2012).

Los datos obtenidos de la presente investigacion ratifican que el uso inapropiado de
antibioticos B-lactamicos en animales de compafiia instaura un factor de riesgo alto

para la diseminacion de genes de resistencia debido a la rapida adaptacion de las
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bacterias para su supervivencia, estableciendo un potencial riesgo para la salud publica
debido al estrecho vinculo con el ser humano (Ayasta Salazar 2017; De Gomar 2018;
Nagele 2019; Rubin and Pitout 2014; Wedley et al. 2017). Al ser Escherichia coli
una bacteria que forma parte de la microbiota normal del perro que, en casos de
desequilibrios en su microambiente puede volverse un patégeno nosocomial, su
excrecion a través de las heces y practicas etoldgicas propias del perro como el olfateo
y el lamido, la vuelven facilmente transmisible por via fecal-oral-nasal (Dierikx et al.
2012; Espinosa Alberca 2017; Kawamura et al. 2017).

Diversas investigaciones también sefialan la contaminacion de la materia prima de
origen animal desde el animal en pie como una causa frecuente de propagacion de
genes de resistencia de tipo blashv y blacmy, ya sea por el uso de antibi6ticos
promotores de crecimiento o la administracion de p—lactdmicos como primera opcion
en la clinica de grandes especies destinadas al consumo (Alonso et al. 2017; Carvalho
et al. 2020; Da Costa, Loureiro, and Matos 2013; Gundran et al. 2019; Vardaro
et al. 2016; Vivanco 2016).

Los animales callejeros se encuentran a expensas del medio ambiente que,
recientemente ha destacado su papel en el origen y la evolucion de resistencia a
antibidticos (Berglund 2015). Los ambientes acuaticos como: rios, descargas de aguas
residuales, drenaje de alcantarillado, etc., han recibido una especial atencion, ya que
pueden facilitar el transporte y por consiguiente la diseminacion de determinantes de
resistencia a antibioticos (Aminov & Mackie, 2007; Calero-Céceres et al., 2017;
Colomer-Lluch et al., 2014; Czekalski et al., 2014; Piedra-Carrasco 2017).
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES, RECOMENDACIONES, BIBLIOGRAFIA Y ANEXOS

41  CONCLUSIONES

En cuanto a la presencia de genes de resistencia a betalactamicos, se identifico
que el gen con la mayor tasa de presentacion fue blacTtx-m, encontrandose en
perros de origen doméstico en mayor proporcion, el gen blatem también
presentd un alto porcentaje de expresion en perros domésticos, la deteccion del
gen blasnv no fue tan frecuente y solo se present6 en combinacion con los otros
genes en muestras de perros domésticos, finalmente el gen blacwy se identificd
en mayor porcentaje en perros callejeros, ademas presentd combinacién con

los genes blactx-m Y blatem.

Se evaluo la diversidad clonal de los aislados de E. coli, detectdndose una
elevada diversidad clonal representada en 16 distintos clUsters, infiriendo en la
existencia de una gran cantidad de linajes circundantes que no son
dependientes de las caracteristicas epidemioldgicas de origen, edad, sexo o

motivo de anamnesis de los caninos de la ciudad de Ambato.

El andlisis del dendograma de diversidad genética descartd que los
aislamientos provengan de clones multirresistentes con un ancestro comadn
reciente por sus diferentes origenes genéticos, indicando una posible
transferencia genética horizontal para la adquisicion de mecanismos de
resistencia; mientras que el dendograma de genes de resistencia indica que los
aislados, al dividirse en grupos, presentan un marcado perfil genotipico de

resistencia con uno, dos o tres genes combinados.

41 RECOMENDACIONES
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La compleja epidemiologia implicada en la evolucién de los mecanismos de
resistencia a betalactamicos, sus reservorios y las vias de transmision necesitan ser
estudiadas con profundidad, por lo que es necesaria la realizacion de estudios
complementarios con la finalidad de determinar si los aislamientos de E. coli de
caninos estan relacionados con aislamientos clinicos de humanos y del ambiente que
los influencia. Los hallazgos de esa investigacion resaltan la importancia de manejar
apropiadamente los residuos fecales de los perros, asi como deberian revisarse las

interacciones existentes entre humanos y mascotas en determinadas circunstancias.
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43  ANEXOS
43.1 ANEXOA

Fotografias

Foto 1. Generacion de biomasa over night.

ENDURO™ GDS
TOUCH

Fotos 2, 3. Visualizacion de geles de agarosa en el transiluminador.
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432 ANEXOB
Identificacion de la presencia de genes blaTEM, blaSHV, blaCTX-M y

blaCMY de resistencia a betalactamicos en aislados de E. coli.
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa
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Identificacion de la presencia de genes blatem, blasnv, blactx-m Yy blacmy de

resistencia a betalactamicos en aislados de E. coli.
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa

Muestras positivas para blacmy
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433 ANEXOC

Ensayo con el marcador molecular (GTG)5 para la e valuacion de la
diversidad clonal de los genes de resistencia a betalactamicos en aislados
de E. coli.

L C- 30 31 32 34 35 36 37 38 40 41 42 43

N 8

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa para la evaluacion de la diversidad
clonal. Marcador molecular (GTG)5.
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434 ANEXOD

Detalle de los patrones fenotipicos y genotipicos de los aislados de E. coli provenientes de caninos de la ciudad de Ambato

MUESTRA ID

CVSP 100a
CVSP 12a
C18a
Cl4b
Cl4a
CVSP 15Sa
C2a
CVSP 73b
CVSP 26Sa
CVSP 08a
C19b
CVSP 62a
C19a
CVSP 62b
CVSP4TE2
CVSP 17Sb
CVSP 94
CVSP 85
CVSP 84
Cl17b
CVPP 08
C36

ORIGEN

Domeéstico CVSP
Domeéstico CVSP
Callejero
Callejero
Callejero
Domeéstico CVSP
Callejero
Domeéstico CVSP
Domestico CVSP
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Domeéstico CVSP
Callejero
Domeéstico CVSP
Domeéstico CVSP
Domeéstico CVSP
Domeéstico CVSP
Domeéstico CVSP
Domeéstico CVSP
Callejero
Doméstico CVPP
Callejero HDV

BLEE

NO
Sl
Sl
Sl
AMC, FEP, CAZ
AMC, FEP, CAZ
AMC, FEP
Sl
Sl
NO
Sl
AMC, CAZ
Sl
Sl
Sl
NO
Sl
Sl
Sl
Sl
NO
NO

AMPC

TZP, IPM

Sl

Sl

Sl

Sl

Sl
TZP, IPM

Sl

Sl
TZP, IPM

Sl

NO

Sl

Sl

Sl
TZP, CAZ
TZP, IMP

Sl

NO

Sl
TZP, CAZ
TZP, IMP

bla
TEM
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+

+ o+ |+

+
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bla
CTXM

+
+

+

+ o+ |+

+

bla
SHV

+

bla
CMY

EDAD

10 afios
9 afios
2 aflos
3 afios
3 aflos
4 meses
2 aflos
10 afios
2 afios
2 aflos
2 afios
4 meses
2 afios
4 meses
9 aflos
1 afio
3 afos
3 afios
4 meses
8 meses
14 afios

4 afos

RAZA

Poodle
Doberman Pinscher
Mestizo
Mestizo
Mestizo
Pitbull
Mestizo
Poodle
Pastor Aleman
Shitzu
Mestizo
Pekinés
Mestizo
Pekinés
Poodle
Shitzu
Pitbull
Teckel
Mestizo
Pitbull
Golden retriever
Poodle

SEXO | ANAMNESIS
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T2 22 2 xgxxx x|t
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n i n nl n un

HAB
OSA

GTX

GTX
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#

62
72
66
58
61
60
59
60
58
38
66
16
41
20
15
17
14
19
13
28
74
76
52
51
19

MUESTRA ID

C29%b
CVSP 57b
C37
C2c
C19b
CVSP 60b
CVSP 99
CVSP 60b
C2c
CVSP 79a
C37
CVSP 43S1
CVPP 04a
Cl7a
CVSP 39S
CVSP 45Ela
CVSP 37E1
CVSP 48E1
CVSP 35E1
C30a
C2b
CVSP 45E2
CVSP 93
CVSP 89
CVSP 48E1

ORIGEN

Callejero
Domeéstico CVSP
Callejero HDV
Callejero
Callejero
Domestico CVSP
Domeéstico CVSP
Domestico CVSP
Callejero
Domestico CVSP
Callejero HDV
Domeéstico CVSP
Doméstico CVPP
Callejero
Domeéstico CVSP
Domeéstico CVSP
Domeéstico CVSP
Domestico CVSP
Domeéstico CVSP
Callejero
Callejero
Domeéstico CVSP
Domeéstico CVSP
Domeéstico CVSP
Domeéstico CVSP

BLEE

Sl

Sl

Sl
AMZ, CAZ

Sl

Sl

Sl

Sl
AMZ, CAZ
AMC, CAZ

Sl

Sl

NO

AMC, FEP, CAZ

AMC, CAZ

NO

AMC, FEP, CAZ

NO
AMC, FEP

Sl

Sl

Sl

Sl

Sl

NO

AMPC

Sl

Sl

Sl
TZP, IMP

Sl

Sl

Sl

Sl
TZP, IMP

Sl

Sl
TZP, IMP
TZP,CAZ
TZP, IPM

Sl
TZP, CAZ

Sl
TZP, CAZ

Sl
TPZ, IMP

Sl

Sl
TZP, IMP

NO
TZP, CAZ

bla
TEM

+

+ 4+ |+

+

59

bla
CTXM

+

+

+ 4+ |+

+

bla
SHV

bla
CMY

EDAD

7 afos
3 afios
5 afios
2 afios
2 afios
2 afios
2 meses
2 afios
2 afios
4 meses
5 afios
2 meses
8 afios
8 meses
2 afios
1 mes
3 meses
12 afios
1 mes
9 afios
2 afios
1 mes
2 meses
1 afio

12 afios

RAZA

Mestizo
Mestizo
Mestizo
Mestizo
Mestizo
Mestizo
Bull Terrier
Mestizo
Mestizo
Mestizo
Mestizo
Poodle
Mestizo
Poodle
Poodle
Sharpei
Pitbull
Poodle
Shitzu
Mestizo
Mestizo
Sharpei
Poodle
Boxer
Poodle

SEXO | ANAMNESIS

H

T r g g g £ x££ L

S
TBR

HAB

GTX

HAB

DER
VIN

PVS
GTX
TBR
GTX

HAB
PVS
GTX
GTX
TBR



#

18
47

~ | ©

36
35
32
64
43
42
40
75
69
46
44
71
34
55
30
27

MUESTRA ID

CVSP 47E1
CVSP 83a
CVSP 18Ea
CVSP 17Sa
CVSP 77a
CVSP 76a
CVSP 68a
C30b
CVPP 06
CVPP 05a
CVPP 03a
CVSP45E1
C18b
CVSP 81a
CVPP 07al
CVSP 68b
CVSP 73a
CVPP 12a
CVSP 6la
C29%
CVSP 04a

DER: dermatitis; DIS: distemper; HAB: herida abrasiva; ITX: intoxicacion; NPL: neoplasias; ORQ: orquiectomia; OSA:

ORIGEN

Domeéstico CVSP
Domeéstico CVSP
Domeéstico CVSP
Domeéstico CVSP
Domeéstico CVSP
Domestico CVSP
Domeéstico CVSP
Callejero
Domeéstico CVPP
Doméstico CVPP
Doméstico CVPP
Domeéstico CVSP
Callejero
Domeéstico CVSP
Doméstico CVPP
Domeéstico CVSP
Domeéstico CVSP
Doméstico CVPP
Domeéstico CVSP
Callejero
Domeéstico CVSP

BLEE

Sl
NO
AMC, FEP, CAZ
AMC, FEP, CRO
AMC, CAZ
Sl
AMC, FAP
Sl
Sl
Sl
NO
Sl
Sl
Sl
Sl
Sl
AMC, FEP, CAZ
AMC, FEP
Sl
AMC, CAZ
NO

AMPC

TZP, IMP
TZP, CAZ
Sl
TODAS
Sl
Sl
NO
Sl
Sl
NO
Sl
Sl
Sl
TZP, IMP
TZP, IMP
Sl
TZP, IMP
TZP, IMP
TZP, IMP
Sl
TZP, IMP

bla
TEM

+

+

+

+

bla
CTXM

+
+

+

bla
SHV

bla
CMY

EDAD

9 aflos
10 afios
2 aflos
1 afio
8 afios
2 aflos
15 afios
9 afios
3 afios
6 meses
3 meses
1 mes
2 afios
3 meses
5 meses
15 afios
10 afios
3 afios
6 meses
7 afos

3 meses

RAZA

Poodle
Poodle
Bulldog Inglés
Shitzu
Mestizo
Yorkshire
Poodle
Mestizo
Mestizo
Cocker spaniel
Poodle
Sharpei
Mestizo
Pitbull
Poodle
Poodle
Poodle
Schnautzer
Schnautzer
Mestizo
Husky Siberiano

SEXO | ANAMNESIS

<

I T T2 ZZ x|z |55/ LZ2

GTX
TBR
GTX

ORQ

DIS
S
PVS
S
PVS
DIS
ORQ
OSA
ITX
PVS
S
GTX

osteoartritis; PTM: politraumatizado; S: sano; GES: gestante; TBR: traqueobronquitis; NEU: neumonia; VIN: intosucepcion; GTX:

gastroenteritis; PVS: parvovirosis
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