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RESUMEN

La resistencia antimicrobiana se ha convertido en un problema de preocupacion mundial debido
al surgimiento y diseminacion de patdégenos multirresistentes (MDR), como las enterobacterias
productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), bacterias resistentes a las
cefalosporinas de espectro extendido y monobactamicos. Debido al estrecho contacto entre
propietarios y mascotas durante los ultimos afios, los animales de compailia representan
potenciales fuentes de transmision de estos patogenos. El objetivo de esta investigacion es
detectar fenotipica y genotipicamente betalactamasas de espectro extendido en aislados de
Escherichia coli y Klebsiella spp. provenientes de muestras de perros en Lima-Pera. Las cepas
aisladas para la deteccion de BLEE fueron 27 E. coli y 14 Klebsiella spp. Para la deteccion
fenotipica se usd el método americano propuesto por la Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), método de difusion de disco, usando discos de ceftazidima, cefotaxima,
ceftazidima + 4acido clavulanico (CAZ/CLA 30/10 pg) y cefotaxima + acido clavulanico
(CTX/CLA 30/10 pg), incubadas a 37° C durante 24 horas. Considerando positivas a aquellas
cuyo halo de inhibicion sea mayor o igual a 5 mm entre CTX frente a CTX/CLA y/o CAZ frente
a CAZ/CLA. Para la deteccion genotipica, previamente se realizo la extraccion de ADN segun
las instrucciones del fabricante del Kit GenJet (ThermoFisher), posteriormente se realizo un PCR
para amplificar los genes bla crxm (585 pb), blasyy (854 pb) v blarem (859 pb), los productos
fueron examinados mediante un transiluminador de luz azul. Fenotipicamente se encontré una
frecuencia de 12% (5/41) de E. coli y 10% (4/41) de Klebsiella spp. productoras de BLEE. La
frecuencia de los genes bla en los aislados de E. coli fueron de 41% para blacrx.m, 26% para blargy
y 7% para blasuy y la frecuencia de los genes bla en los aislados de Klebsiella spp. fueron de 43%,
36% y 57% respectivamente. Estos resultados nos demuestran la presencia de enterobacterias
productoras de BLEE en animales de compaifiia, poniéndolos como riesgo potencial de

transmision y reservorios de las mismas.

Palabras clave: Resistencia antimicrobiana, Escherichia coli, Klebsiella spp., betalactamasas de

espectro extendido, animales de compaiiia.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance has become a problem of global concern due to the emergence and
spread of multidrug-resistant pathogens, such as extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)
producing Enterobacteriaceae, extended-spectrum and monobactam-resistant cephalosporin
resistant bacteria. Due to the close contact between owners and pets in recent years, pets represent
potential sources of transmission of these pathogens. The objective of this research is to detect
phenotypic and genotypically extended-spectrum beta-lactamases in isolates of Escherichia coli
and Klebsiella spp. from samples of dogs in Lima-Peru. The strains isolated for the detection of
ESBL were 27 E. coli and 15 Klebsiella spp. For phenotypic detection, the American method
proposed by the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), disc diffusion method, was
used, using ceftazidime, cefotaxime, ceftazidime + clavulanic acid (CAZ/CLA 30/10 pg) and
cefotaxime + clavulanic acid (CTX/CLA 30/10 pg), incubated at 37° C for 24 hours. Positive are
those whose inhibition halo is greater than or equal to 5 mm between CTX vs. CTX/CLA and/or
CAZ vs. CAZ/CLA. For genotypic detection, DNA extraction was previously performed
according to the instructions of the GenlJet Kit manufacturer (ThermoFisher), then a PCR was
performed to amplify the blacry.a (585 pb), blasuy (854 pb) y blaren (859 pb) genes, the products
were examined using a blue light transilluminator. Phenotypically a frequency of 12% (5/41) of
E. coli and 10% (4/41) of ESBL-producing Klebsiella spp. was found. The frequency of bla genes
in E. coli isolates was 41% for blacry.u, 26% for blarey and 7% for blasyy and the frequency of
bla genes in Klebsiella spp. isolates were 43%, 36% and 57% respectively. These results show
the presence of ESBL-producing enterobacteriaceae in pets, placing them as a potential risk of

transmission and reservoirs of the same.

Keywords: antimicrobial resistance, Escherichia coli, Klebsiella spp., extended-spectrum beta-

lactamases, companion animals.
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L. INTRODUCCION

La resistencia antimicrobiana (RAM) es producida cuando los microorganismos como las
bacterias sufren cambios a lo largo del tiempo que vuelven ineficaces los antimicrobianos usados
para combatirlas. Por consiguiente, se define como resistencia antibidtica a la capacidad de la
bacteria para sobrevivir al medicamento usado en su terapéutica. La resistencia antibiotica puede

ser propia de la bacteria o puede adquirirla en el tiempo (Camacho, 2023).

Debido al surgimiento y alarmante propagacion mundial de patégenos multirresistentes (MDR),
la resistencia antimicrobiana se ha convertido en un problema prioritario de salud publica cada
vez mas complejo (OMS, 2016). Actualmente, la OMS ha considerado a las enterobacterias
resistentes a las cefalosporinas de tercera generacion como Escherichia coli y Klebsiella spp.
como un grupo independiente dentro de los patdgenos de prioridad critica debido a su alta

morbimortalidad representando una amenaza a la salud ptblica (OMS, 2024).

Las enterobacterias son bacilos gramnegativos que pueden ser inmdviles o moéviles a través de
flagelos peritricos, anaerobios facultativos y no forman esporas (Perez et al., 2014). El principal
mecanismo de resistencia de las enterobacterias son la produccion de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) confiriéndoles resistencia a la mayoria de los antibidticos betalactamicos,
cefalosporinas de espectro extendido y monobactdmicos. Las enterobacterias mas importantes
productoras de BLEE aisladas en animales y humanos son Escherichia coli y Klebsiella spp.
(Alvarez, 2017). Las betalactamasas de espectro extendido son codificadas por genes bla (CTX-
M, TEM, SHV, entre otros) generalmente se asocian a plasmidos, esta caracteristica extra
cromosOmica les permite transferir su resistencia antibidtica propagando bacterias
multirresistentes. Cabe recalcar, que en los ultimos afios el gen blacrx.w se ha diseminado de

manera rapida posiciondndose como el mas frecuentemente aislado en animales y humanos



(Garcia et al., 2010). Durante los ultimos afios se ha hecho mas estrecho el contacto de los
propietarios hacia los animales de compaiiia, lo que puede explicar la diseminacién de estas
enterobacterias productoras de BLEE, encontrandose en Lambayeque-Pert una prevalencia de
BLEE de 44,4% en perros sanos (Aguilar-Gamboa et al., 2016). Desde esta perspectiva, los
animales de compaiiia representan un rol muy importante en la trasmision de bacterias resistentes,
por lo que resulta determinante su monitoreo en programas de vigilancia epidemioldgica (Li et

al., 2017).

Pese a que ha aumentado la produccion cientifica en los ultimos afios sobre la resistencia
antibidtica, ain son escasos los estudios enfocados en medicina veterinaria y animales de
compaiiia. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es detectar fenotipica y genotipicamente
aislados de E. coli y Klebsiella spp. productoras de betalactamasas de espectro extendido

procedentes de muestras de perros de Lima, Pert.
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2.1. Enterobacteriaceae

La familia Enterobacteriaceae se encuentra distribuida de manera mundial y es ubicua,
pudiéndose encontrar en diversas fuentes ecologicas tales como el agua, suclo, vegetacion y
animales (Jenkins et al., 2017). Son bacilos gramnegativos, no esporuladas, inmoviles o moviles
a través de flagelos peritricos, anaerobios facultativos, catalasa positiva, oxidasa negativa
(excepto Plesiomonas spp.), reductores de nitrato a nitrito y fermentadores de glucosa (Morales
et al., 2019). Se multiplican bien en agar MacConkey y proliferan en medios aerobios y

anaerobios (Carrol ef al., 2016).

Los miembros de esta familia por lo habitual tienen 0.5 um de diametro y de 1 a 3 um de largo,
presentan una envoltura celular compleja caracterizada por ser multilaminar compuesta por la
membrana citoplasmatica o interna, la membrana externa y el espacio entre ambas membranas

denominado periplasma (Martinez, 2023) (Figura 1).

La membrana interna estd compuesta de una capa doble de fosfolipidos encargada de regular
el fluyjo de nutrientes. La membrana externa estd compuesta también por una bicapa de
fosfolipidos y una capa externa que contiene lipopolisacaridos (LPS) siendo este un factor de
virulencia importante para las bacterias (Ryan et al., 2017). Estos lipopolisacaridos estan
formados por un lipido A, un nucleo de oligosacarido fosforilado central y las cadenas laterales
de oligosacaridos (Puerta y Mateos, 2010). El espacio periplasmico estd compuesto por
peptidoglucano y se encarga de darle forma y estabilidad osmotica a las enterobacterias (Puerta y

Mateos, 2010).
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Figura 1. Estructura de la familia Enterobacteriaceae (Puerta 'y
Mateos, 2010).

Taxonomicamente, son la unica familia dentro del orden Enterobacteriales, que pertenece al
filo Proteobacteria. Los miembros de esta familia estan clasificados en 63 géneros, sin embargo,
solo de 20 a 25 miembros tienen importancia clinica (Carrol et al., 2016). Un nimero considerable
de las especies de esta familia viven en el intestino de humanos y animales pudiendo causar
enfermedades entéricas o permanecer viviendo como organismos comensales (Morales et al.,
2019). Entre las enterobacterias aisladas mas frecuentemente en hospitales veterinarios, tenemos
a Escherichia coli y Klebsiella spp. asociadas a enfermedades del tracto urinario y cuadros

diarreicos en animales de compaiiia (Garcia et al., 2019 y Hordijk et al., 2013).

2.1.1. GENERO Klebsiella spp.

Klebsiella spp. son bacilos anaerobios facultativos, capsulados e inmdviles. Se encuentra de
forma ubicua en la naturaleza, en aguas superficiales y residuales, suelos, plantas y en la superficie
de las mucosas de humanos y animales (Podschun y Ullmann, 1998). Antes, la clasificacion de
esta bacteria se basaba en caracteristicas bioquimicas, actualmente se realiza seglin la homologia
del ADN, abarcando una diversidad de especies de Klebsiella como K. michiganensis, K. indica,
K. oxytoca,, K. spallanzanii, K. huaxiensis, K. terrigena, K. grimontii, K. pasteurii y especies que
pertenecen al complejo K. pneumoniae (KpSC)(Dong et al, 2022). K. terrigena , K.
ornithinolytica , K. planticola y K. trevisanii fueron asignados al nuevo género Raoultella en el
afio 2001, anteriormente formaban parte del género Klebsiella spp. (Drancourt et al., 2001).
Dentro del complejo K. pneumoniae (KpSC), se han descrito siete filogrupos hasta el momento:

K. pneumoniae (Kpl), K. quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae (Kp2), K. variicola (Kp3),



K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae (Kp4), K. variicola subsp. tropicalensis (Kp5), K.

quasivariicola (Kp6) y K. africanensis (Kp7) (Hakonsholm et al., 2020 y Rodriguez et al., 2019)

Klebsiella spp. posee una variedad de factores de virulencia que le facilitan infectar al huésped
y tolerar su respuesta inmune permitiéndole asi ser causante de enfermedades graves. Los factores
de virulencia mas estudiados de Klebsiella spp. la capsula, los lipopolisacaridos (LPS), las

fimbrias y los sider6foros (Herridge et al., 2020) (Figura 2).

Serum resistance Adhesins
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7\ Type 3 pili (MR/K-HA)
e ' ® KPF-28 fimbriae
o2 CF29K (nonfimbrial)
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Capsule .
(77 serotypes) Siderophores

Figura 2. Representacion de los factores de virulencia de
Klebsiella spp. (Podschun y Ullmann, 1998)

Las cepas de Klebsiella spp., poseen una capsula viscosa formada por polisacaridos que
cubren la superficie bacteriana formando una estructura gruesa. Los polisacaridos de la capsula
producidos por Klebsiella spp. se denominan antigenos K (Clegg y Murphy, 2016 y Herridge et
al., 2020). Esta capsula tiene la funcion de brindar proteccion frente a las células fagociticas del
huésped volviéndola mas resistente a la fagocitosis, bloqueando asi la lisis mediada por el

complemento y disminuyendo los niveles de citoquinas proinflamatorias (Herridge et al., 2020).

El lipopolisacarido (LPS) esta compuesto por un antigeno O, un ntcleo de oligosacarido y
lipido A. Es un componente importante de la membrana externa bacteriana y posee propiedades
inmunomoduladoras (Lawlor et al., 2005). Tiene como funcion principal la proteccion frente a la
lisis bacteriana mediante la prevencion de la formacion del complejo de ataque de membrana
C5b-9 del complemento. El lipido A es capaz de bloquear el efecto bactericida de los péptidos

antimicrobianos (Riwu et al., 2022)

Klebsiella spp. expresa proyecciones filamentosas no flagelares adhesivas de membrana
llamadas fimbrias o pili, estan involucradas en la adhesion de la bacteria a la superficie del
huésped permitiendo asi su invasion (Herridge et al, 2020). Estando dentro del huésped,

Klebsiella spp. necesita hierro para poder crecer y multiplicarse adecuadamente, por lo que debe
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competir con las células del huésped por el hierro. La disponibilidad del hierro en mamiferos es
muy poca, debido a lo cual esta bacteria debe expresar sideroforos, moléculas que poseen mayor
afinidad por el hierro que las moléculas transportadoras de hierro propia de los mamiferos, como
la transferrina. La produccion de estas moléculas va a permitir la obtencion del hierro por la
bacteria y un rapido crecimiento e invasion. El sideréforo de mayor importancia en Klebsiella
spp. es la enteroquelina, molécula de tipo catecol, conformada por tres anillos fendlicos (Clegg y

Murphy, 2016 y Herridge et al., 2020).

Esta bacteria es capaz de crecer en medios de aislamiento ordinarios como agar sangre o agar
MacConkey, su incubacion requiere 37°C de temperatura durante 24 horas. En agar sangre, luego
del periodo de incubacion se observan colonias de 2 a 3 milimetros de diametro, no hemoliticas,
viscosas y mucoides. Las colonias mucoides son grandes en forma de ctpula por la gran
produccion de cépsulas. En agar MacConkey se observan colonias de coloracion rosa que
fermentan lactosa (Figura 3). Las colonias también se pueden confirman mediante pruebas
bioquimicas en tubos o mediante un sistema comercial (sistema API) (Samanta y

Bandyopadhyay, 2020).

Figura 3. Cepa en estudio de Klebsiella spp. sembrado en agar
MacConkey luego de 24 horas de incubacion.



La diferenciacion de especies de Klebsiella spp. suele identificarse y diferenciarse por
reacciones bioquimicas, la mayoria de las especies son indol negativo, excepto K. oxyfoca Gnica
especie productora de indol. Todas las especies de Klebsiella spp. son inmoviles, fermentan
lactosa, manitol y sacarosa, utilizan citrato como unica fuente de carbono, producen lisina
descarboxilasa, pero no ornitina descarboxilasa y generalmente son positivas en la prueba de

Voges- Proskauer (Podschun y Ullmann, 1998) (Lopardo ef al., 2016).

En los ultimos afios K. pneumoniae esta tomando mayor importancia como una de los
principales agentes causantes de infecciones nosocomiales en humanos, en menor grado también
se han aislado K. oxytoca (Carrol et al., 2016; Parija, 2012). K. pneumoniae es considerado un
patogeno oportunista, pudiéndose transmitir de manera asintomatica a nivel intestinal, de la piel,
nariz y garganta en personas sanas, asimismo puede afectar a pacientes hospitalizados, neonatos
e inmunocomprometidos, cursando con infecciones del tracto urinario, infecciones del torrente

sanguineo y neumonia (Holt et al., 2015)

En animales, K. pneumoniae causa infecciones como mastitis, neumonia y bacteriemias. Las
caracteristicas epidemiologicas y moleculares de K. pneumoniae estan muy bien estudiadas en
humanos, sin embargo, se sabe poco sobre la poblacion de K. pneumoniae en animales (Klaper et
al., 2021). En un estudio realizado con aislados de animales y fuentes alimentarias provenientes
de animales como cerdos, ganado vacuno y leche, se encontrd un 73% de K. pneumoniae, un 22%

de K. oxytoca 'y 4% de K. variicola (Klaper et al., 2021).

2.1.2. GENERO Escherichia

Escherichia spp son bacilos gramnegativos. Las primeras especies del género Escherichia spp.
se identificaron mediante perfiles bioquimicos. Leclerc (1962) observé caracteristicas similares
en un grupo de cepas basandose en reacciones de indol, rojo de metilo, citrato y Voges-Proskauer
(Cuadro 1). Posteriormente con el desarrollo de nuevas tecnologias de diagnéstico se ha mejorado
el proceso de determinacion de la taxonomia bacteriana (Yoon et al., 2017). La clasificacion en
especies del género Escherichia spp. se baso en resultados de la hibridacion ADN-ADN y analisis

de secuenciacion del ADNr 16s (Yu et al., 2021).

Se describen cinco especies dentro del género Escherichia: Escherichia coli, Escherichia
hermannii, Escherichia albertii, Escherichia fergusonii 'y Escherichia marmotae. Estas especies

se asocian por el potencial que poseen de desencadenar enfermedades en humanos y animales.



Aunque se ha propuesto reasignar a E. hermannii a Atlantibacter hermannii, pero no ha sido

aprobada de manera formal (van der Putten et al., 2021).

Existen varias cepas de Escherichia que no pueden clasificarse dentro de ninguna de las
especies ya mencionadas, estas cepas se encuentran en grupos monofiléticos de cepas cripticas

distintas de E. coli denominados clados cripticos numerados del I al V (Clermont ef al. 2011)

Cuadro 1. Caracteristicas bioquimicas de las especies de Escherichia spp.

albertii  coli fergusonii hermannii marmotae

ONPG + + + 4 -
Lisina descarboxilasa + + + - +
Ornitina descarboxilasa +* + + 4 -
Adonitol - - + - -
D- xilosa = + + + +
Fermentacion
Celobiosa - - + + -
D-sorbitol - + - - e

Fuente: Van der Putten ef al., 2021

Entre las especies de Escherichia spp., E. coli es la especie mas estudiada y la mas importante
como principal causante de infecciones en humanos y animales (Parija, 2012). Es un bacilo
gramnegativo anaerobio facultativo, que se aisla frecuentemente en agar MacConkey o agar con
eosina y azul de metileno (EMB), que permiten la diferenciacion de enterobacterias segiin sus
caracteristicas morfologicas y su fermentacion a lactosa (Nataro y Kaper, 1998). Es indol positivo,
oxidasa negativa y fermentadora de glucosa y lactosa en la mayoria de los casos (Carrasco, 2023).
Se encuentra como habitante normal en el tracto intestinal cubriendo las células epiteliales,
especialmente a nivel del ciego y el colon del intestino grueso, causando infeccion cuando el
huésped se encuentra inmunodeprimido o debilitado o cuando se traspasan las barreras
gastrointestinales. Las infecciones que son causadas por E. coli patdgena puede estar limitado a

las superficies mucosas o diseminarse por todo el cuerpo (Nataro y Kaper, 1998).

Las cepas de E. coli patdgenas se dividen en E. coli extrainstestinal (EXPEC) que ocasionan
enfermades extraintestinales y £ coli patdogena intestinal, estas se pueden subclasificar segun los
serotipos, biotipos, patotipos y filogenie . Se han descrito seis patotipos causantes de

enfermedades gastrointestinales, como: E. coli enteropatogena (EPEC), E. coli enterohemorragica
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(ECEH) o productora de toxina Shiga (STEC), E coli enteroagregativa (EAEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), y E. coli de adherencia difusa (DAEC).
Las enfermedades extraintestinales mas comunes son las infecciones del tracto urinario (ITU)
causadas por E. coli uropatéogena (UPEC) y la meningitis y la sepsis asociado a E. coli asociado
a meningitis (EMNEC) (Kaper et al., 2004). La ECEH y la EPEC poseen en comun las lesiones
epiteliales intestinales que ocasionan conocidas lesiones de adhesion y borrado (attaching-and-
effacing, en inglés) las cepas causantes de estas lesiones en animales se demoninan E. coli de
adhesion y borrado (AEEC) (Nakazato et al., 2004). Las lesiones son caracterizadas por una
intima union de la bacteria a la membrana de las células epiteliales intestinales y el borrado de las
microvellosidades (Jerse ef al., 1990). Esta cepa se ha aislado en perros, gatos, corderos, cerdos,
terneros y conejos (Janke et al., 1989). La EPEC se ha descrito como una de las causas principales
de diarreas en nifios menores de 2 afios, a diferencia de individuos mas adultos que parecen ser
mas resistentes a desarrollar enfermedades (Croxen et al., 2013). Por lo que se sugiere que la
EPEC en perros podrian representar un problema de salud publica por representar un importante

potencial zoonoético (Kjaergaard et al., 2016)

De manera general, los cuadros diarreicos en animales y humanos suelen estar asociados a la
infeccion por uno u otro patotipo de Escherichia coli. Entre los patotipos mencionados, la ETEC
se encuentra como una de las causas principales de diarrea acuosa grave en algunas especies
animales, como terneros recién nacidos lactantes, lechones lactantes y destetados. En el hombre,
la ETEC es una de las causas mas frecuentes de diarrea infantil en paises en vias de desarrollo, y
como principal agente causal de la diarrea del viajero (Bouckenooghe et al., 2002). Una de las
caracteristicas generales de la infeccion por ETEC es la especificidad del huésped, esto es debido
a la presencia de receptores especificos de adhesina en una sola especie animal. Por lo que no
representan riesgo para el humano y no son consideradas zoonéticas, ya que parecen ser bastantes

especificas del huésped. (Nagy y Fekete, 2005)
2.2.  ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

Esta familia de antibioticos es de los mas recetados en la practica clinica. Estructuralmente se
caracteriza por la presencia de un anillo betalactamico compuesto por un anillo heterociclico de
cuatro atomos, tres de carbono y uno de nitrégeno. Para que este antibidtico sea activo debe unirse
a otros radicales (generalmente otros anillos). La presencia de las diferentes cadenas y anillos van
aresultar en diferentes clases de antibioticos betalactamicos con propiedades distintas, tales como
las penicilinas, cefalosporinas, monobactamas, carbapenémicos e inhibidores de las
betalactamasas (Figura 3). Los miembros de esta familia se van a diferenciar por la naturaleza de
sus radicales, los cuales van a determinar su mecanismo de accion, su mecanismo de resistencia

y su toxicidad (Gomez et al., 2015; Suarez y Gudiol, 2009).
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2Todos los inhibidores de las betalactamasas que se usan en la practica (écido clavulanico, sulbactam y tazobactam)
tienen estructura betalactamica. El sulbactam y el tazobactam son derivados sulfonicos del acido penicilanico.

Figura 4. Estructura quimica y clasificacion de los antibioticos betalactamicos
(Suarez y Gudiol, 2009).

El mecanismo de accion de estos antibidticos consiste en la inhibicion de la sintesis de la pared
bacteriana y promoviendo la autdlisis de la bacteria. La inhibicién de la sintesis de la pared
bacteriana se va a dar mediante el impedimento en la sintesis del peptidoglucano, esto sucede
durante la ultima fase de la sintesis de la pared bacteriana llamada transpeptidacion, en esta etapa
ocurre la pérdida de un aminoacido terminal de los pentapéptidos para formar los tetrapéptidos,
esto se va a llevar a cabo por enzimas del espacio periplasmico llamadas transpeptidasas. El anillo
betalactamico del antibiotico es parecido estructuralmente a la region de los pentapéptidos donde
se unen las transpeptidasas, pudiéndose unir a estas enzimas impidiendo asi la formacion de la
pared bacteriana. Las enzimas transpeptidasas también son llamadas PBP (penicillin binding
protein). Sin la formacion de la pared, la bacteria muere por variaciones en la presion oncotica
(Suarez y Gudiol, 2009). Estos antibidticos también van a ejercer accion mediante la activacion
de autolisinas bacterianas endogenas que van a destruir al peptidoglucano (Suérez y Gudiol,
2009).
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Figura 5. Mecanismo de accion de los antibiodticos betalactamicos
(Suérez y Gudiol, 2009).

2.3 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA
2.3.1 DEFINICION

La resistencia antimicrobiana se da cuando los microorganismos (bacterias, virus, parsitos u
hongos) padecen cambios que ocasionan que los medicamentos usados en la terapéutica de
infecciones causadas por ellos mismos dejen de ser efectivos. Los microorganismos que confieren

resistencia a multiples antimicrobianos se denominan como ultrarresistentes (Serra, 2017).

2.3.2 TIPOS DE RESISTENCIA
NATURAL O INTRINSECA: También conocida como resistencia primaria y se da por alguna
caracteristica propia del microorganismo que produce la inactividad del antimicrobiano. Puede
deberse a diversos factores como: el farmaco no es capaz de ingresar al microorganismo, La
ausencia de la diana o target para que el antimicrobiano entre en accidén y por la presencia de

enzimas que inactivan al antimicrobiano (Bisso-Andrade A, 2018)

ADQUIRIDA: Se conoce también como resistencia secundaria y suele suceder cuando hay
antecedentes de haber usado el antibi6tico al cual presenta resistencia en algun tratamiento previo
(Baene, 1998). Es muy importante ya que implica alteraciones en la carga genética de la bacteria
y fenotipos bacterianos, pueden aparecer por mutacion cromosomica o por mecanismos de

transferencia genética (Bisso-Andrade A, 2018; Daza, 1998).

TRANSMITIDA: Esta resistencia se encuentra mediada por plasmidos, integrones o

transposones y pueden transmitir de una bacteria a otra (Bisso-Andrade A, 2018).
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2.4. MECANISMOS DE RESISTENCIA ANTIBIOTICA

Las bacterias se van a volver resistentes impidiendo la accion del antibidtico, se describen
multiples mecanismos de resistencia en las bacterias, entre las mas frecuentemente observadas se
encuentran los inhibidores enzimaticos, modificaciones de proteinas, alteraciones del sitio diana,

bombas de eflujo, entre otras (Kon y Rai, 2016).

2.4.1. MECANISMO DE RESISTENCIA A BETALACTAMICOS
Los antibioticos betalactamicos han sido de los primeros antimicrobianos usados en la clinica,
por lo que la resistencia a estos representa un problema desde hace muchos afios. Entre sus
mecanismos de resistencia tenemos: la inactivacion enzimatica, la alteracion del sitio receptor
(PBPs), reduccion de la permeabilidad de membrana y mediante bombas de expulsion. (Martin,

2002)

2.4.1.1 MODIFICACIONES DEL SITIO DIANA:
Las PBP (penicilin binding protein) son proteinas importantes en la conformacion del

peptidoglicano, componente principal de las paredes celulares bacterianas (Kon y Rai, 2016).

Estas proteinas son fijadoras de antibidticos betalactamicos. El efecto de este antibiotico va a
depender de la PBP a la que se una, los cambios en la estructura de estas proteinas provocan
modificaciones en el sitio activo disminuyendo la sensibilidad hacia los betalactamicos,
disminuyendo o perdiendo la afinidad con la proteina objetivo, incrementando asi la resistencia

(Martin, 2002).

2.4.1.2. BOMBAS DE EFLUJO:
Algunas bacterias van a desarrollar un sistema de bombeo que son capaces de expulsar a los

antibioticos desde el interior al exterior de la bacteria (Suarez et al., 2000).

2.4.1.3. ALTERACION DE LA PERMEABILIDAD DE MEMBRANA
Los betalactamicos son antimicrobianos que necesitan de unas proteinas llamadas porinas que
le faciliten la entrada a los microorganismos para poder unirse a su diana, esto se debe a que son
sustancias poco lipofilas. Los genes que codifican estas porinas pueden sufrir alteraciones o
mutaciones ocasionando porinas modificadas que pueden no ser funcionales o disminuir su
expresion, teniendo asi bacterias con deficiencia de porinas, significando una baja permeabilidad

frente a antibioticos betalactamicos (Suarez et al. 2006).

2.4.1.4. INACTIVACION ENZIMATICA:
La produccion enzimas inactivantes es el principal mecanismo de resistencia bacteriana, estas
enzimas son capaces de modificar la estructura de los compuestos antimicrobianos. Entre estas

enzimas tenemos a las betalactamasas como principal problema, ya que ocasiona la hidrolisis del
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anillo betalactamico de estos antibioticos logrando asi su inactivacion bacteriana (Kon y Rai,

2016).
2.5. BETALACTAMASAS

La hidrolisis de los antibidticos betalactamicos por las betalactamasas es el principal
mecanismo de resistencia de esta familia de antibidticos en bacterias gram-negativas de

importancia clinica (Bush y Jacoby, 2010).

La clasificacion de estas enzimas se realiza por sus caracteristicas funcionales y basandose en
su estructura primaria (Bush y Jacoby, 2010). Bush, Jacoby y Medeiros realizaron su clasificacion
basandose en una evaluacion funcional de estas enzimas, categorizandolas segun su eficiencia
para hidrolizar sustratos diferentes y su grado de inhibicion frente a clavulanato (Medeiros, 1997).
Estos parametros han mostrado demasiada variabilidad. Por consiguiente, un enfoque mas
sencillo como el propuesto por Ambler basa su clasificacion en las secuencias de los nucledtidos

que codifican a estas enzimas (Medeiros, 1997).

Dentro de la clasificacion de Ambler, se distinguen dos grandes grupos de betalactamasas: las
que poseen un resto serina en el sitio activo y las que poseen un 4tomo de zinc en su sitio activo
(Medeiros, 1997). Los miembros de ambas categorias se asignaron dentro de cuatro clases (A, B,
C y D), en funcion de su tamafio molecular y de la homologia entre aminoacidos del sitio activo
(Bush, 2018). Las enzimas que se encuentran basadas en serina representan tres clases
moleculares (A, C y D) y las enzimas basadas en Zinc representan a la clase B o metalo
betalacmasas (MBL) (Bush, 2018). Los primeros esquemas de clasificacion realizados se basaron
en tasas relativas de hidrolisis de las penicilinas y cefalosporinas, junto a la respuesta de las
enzimas a los agentes modificadores de proteinas. Cuando se introdujeron nuevos sustratos e
inhibidores en la practica clinica y se volvidé mas econdmica y rutinaria la secuenciacion de genes,
permitio que las caracteristicas moleculares y funcionales se combinaran para tener un esquema
de clasificacion mas completo, distinguiéndose al menos 17 grupos funcionales (Figura 5)

asociados a las cuatro clases moleculares (Bush, 2018).
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p-Lactamases

Characteristic active |

site Serine Metallo (Zn?*)
Molecular | I |

Class A |C D B
Functional 2 1 3

. I |

!
|
T T T T

wEr-fnciinm 2a 20 2be 2r 2 2 1 1e 2d 2de 2df 3a 3b

subgroups
Kiiciieri P ] PCp P P PCp, Cp CpE P PE PCb PCp. Cb
substrates Cp EM CbEM M E,Cb
Inhibitor
profile AV + + + - + o+ o+ o+ o+ + + - -
CA + + + - +- 4 - -+ - - - -
EDTA - - - - - - - - - - - + +
Representative PC1  TEM-1 CTX-M IRT CARB-1 KPC AmpC GC1 OXA-1 OXA11 OXA-23 IMP VIM CphA
enzymes or SHV-1  ESBLs SHV-10 SME  CMY OXA-10 OXA-15 OXA-48  NDM
(TEM,SHV)

enzyme family

Figura 6. Relaciones funcionales y moleculares entre betalactamasas: AV, avibactam;
CA, acido clavulanico; Cb, carbapenem; Cp, cefalosporina; E, cefalosporina de
espectro ampliado; M, monobactama; P, penicilina (Bush, 2018).

Se piensa que las betalactamasas evolucionaron de proteinas de union a la penicilina, ya que
muestran homologia en su secuencia. La primera betalactamasa mediada por plasmidos en
bacterias gramnegativas fue TEM-1, descrita a principios de los afios 1960. Esta enzima fue
aislada de una tnica cepa de Escherichia coli proveniente de un hemocultivo de un paciente en
Grecia (Bradford, 2001). Con el pasar de los afios, TEM-1 se propagd a nivel mundial pudiéndose
encontrar en diversas especies de enterobacterias. Otra de las betalactamasas mediada por
plasmidos comun que se pueden encontrar en enterobacterias como Klebsiella spp. y E. coli es
SHV-1, esta betalactamasa se codifica cromosémicamente en la mayoria de aislados de K.

pneumoniae, pero de manera general esta mediada por plasmidos en E. coli (Bradford, 2001).

En las ultimas décadas, se han desarrollado nuevos antibidticos betalactamicos disefiados
particularmente para no ser hidrolizados por las betalactamasas. No obstante, el desarrollo de cada
nueva clase de farmacos ha permitido el surgimiento de nuevas betalactamasas que causan
resistencia a estos. El uso exacerbado e inadecuado de estos antibioticos nuevos en la terapéutica

ha ocasionado nuevas variantes de p-lactamasas. Una de las nuevas clases de farmacos que se
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introdujeron fueron los antibidticos [-lactdmicos de espectro expandido como las
oxiiminocefalosporinas que fueron usadas en el tratamiento de infecciones graves ocasionadas
por bacterias gramnegativas durante la década de 1980 (Castanheira et al., 2021). Sin embargo,
rapidamente surgieron betalactamasas que fueron capaces de hidrolizarlos, como la SHV-2, que
fue encontrada en una cepa de Klebsiella ozaenae en Alemania (Kiebe et al., 1985). Ya que estas
betalactamasas demostraron un mayor espectro de actividad, particularmente por las
oxiiminocefalosporinas, estas enzimas fueron denominadas B-lactamasas de espectro extendido

(BLEE). Actualmente, se describen mas de 150 BLEE distintas (Bradford, 2001).

2.6. BETALACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO (BLEE)

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) se han vuelto endémicas a nivel mundial.
Estas enzimas se caracterizan bioquimicamente porque son capaces de hidrolizar antibioticos
betalactamicos de espectro expandido, pero son inhibidas por inhibidores de betalactamasas
especialmente el clavulanato (Castanheira ef al., 2021). Esta caracteristica le confiere resistencia
frente a la mayoria de los antibioticos betalactamicos incluidas las cefalosporinas de espectro
expandido y monobactamicos, pero no confiere resistencia a carbapenémicos ni a cefamicinas
(Paterson y Bonomo, 2005). Se han descrito betalactamasas de espectro extendido en muchos

géneros de enterobacterias (Castanheira et al., 2021).

Este grupo de enzimas son serina betalactamasas y pertenecen a la clasificacion molecular y
estructural realizada por Ambler como clase A (Castanheira et al.,, 2021). Las enzimas
pertenecientes a esta clase se caracterizan por poseer una serina en el sitio activo y una masa
molecular de 29,000 Da aproximadamente e hidrolizan preferentemente penicilinas. En el
esquema de clasificacion funcional desarrollado por Bush, Jacoby y Medeiros se ubican a las
BLEE como grupo 2be manteniendo la definicion de las betalactamasas de clase A, que hidrolizan
antibidticos betalactamicos de espectro expandido y son inhibidas por todos los inhibidores de
betalactamasas antiguos como el clavulanato, tazobactam y sulbactam; hasta por los inhibidores

mas nuevos como avibactam, vaborbactam y relebactam (Castanheira et al., 2021).
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2.6.1. TIPOS DE BLEE

Las propiedades bioquimicas de las BLEE son comunes respecto a la hidrélisis de los
antibioticos betalactdmicos y a su inhibicion por clavulanato. Sin embargo, los genes que
codifican a estas enzimas son de origen diverso y pueden agruparse en diversas familias
(Bradford, 2001). La mayoria de las betalactamasas de espectro extendido derivan de las enzimas
TEM o SHV. Actualmente existen mas de 90 betalactamasas tipo TEM y mas de 25 enzimas tipo
SHV. Estas dos familias de BLEE se pueden encontrar con mayor frecuencia en Escherichia coli
y K. pneumoniae. Mutaciones puntuales en loci especificos dentro del gen puede dar lugar a
fenotipos de espectro extendido (Bradford, 2001). Cada familia de las BLEE posee caracteristicas
unicas. Se han clasificado en nueve familias basandose en comparaciones de sus secuencias de
aminoacidos, tales como: TEM, SHV, CTX-M, PER, VEB, GES, TLA, BES Y OXA).La familia

tipo CTX-M es mucho mas diversa genéticamente (Castanheira et al., 2021).

2.6.1.1. TEM

Las betalactamasas de tipo TEM derivan de TEM 1 y 2. TEM-1, este tipo de betalactamasa es
la mas frecuentemente encontrada en bacterias gramnegativas (Bradfor, 2001). TEM-1 se
describi6 por primera vez en el afio 1965 de un aislado de Escherichia coli proveniente de un
paciente llamado Temoneira en Atenas, Grecia. Es por el nombre del paciente que la designacion
es TEM. TEM-1 puede hidrolizar ampicilina a una mayor tasa que oxacilina, cefalotina o
carbenicilina, su actividad contra cefalosporinas de espectro extendido es insignificante y es
inhibido por acido clavulanico (Paterson y Bonomo, 2005). TEM-2 es la primera enzima derivada
de TEM-1, teniendo solo un aminoacido sustituido de la enzima original lo que ocasiond un
cambio de su punto isoeléctrico de 5,4 a 5,6 sin cambiar el perfil del sustrato, manteniendo el
mismo perfil hidrolitico que TEM-1(Jacoby y Medeiros 1991). La primera betalactamasa TEM
que mostr6 el fenotipo BLEE fue TEM-3, esta fue descubierta por primera vez en el afio 1984 en
una Klebsiella pneumoniae en Francia, al principio fue conocida como CTX-1 por su actividad
contra la cefotaxima, luego fue denominada TEM-3, diferenciandose de TEM-2 por sus dos
sustituciones de aminoacidos (Bradford, 2001; Ghafourian et al., 2015). Hasta la actualidad se
describen mas de 100 betalactamasas TEM, la mayoria de estas son BLEE. Sus puntos
isoeléctricos se encuentran entre 5,2 y 6,5 (Paterson y Bonomo, 2005). Las betalactamasas de este
tipo se encuentran con mayor frecuencia en Escherichia coli'y K. pneumoniae, también se pueden

encontrar en otras especias de bacterias gramnegativas (Bradford, 2001).

2.6.1.2. SHV
Este tipo de betalactamasas se encuentran mas en K. pneumoniae y es causante de hasta el
20% de resistencia hacia ampicilina mediada por plasmidos en Klebsiella spp. (Tzouvelekis y

Bonomo, 1999). SHV refiere a la variable sulfhidrilo, y cominmente estan codificadas por
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plasmidos multirresistentes autotransmisibles que son altamente moviles (Tzouvelekis y
Bonomo, 1999). En Alemania, durante el afio 1983, se descubrid un aislado de Klebsiella ozaenae.
que tenia una betalactamasa capaz de hidrolizar la cefotaxima y, en menor medida, ceftazidima.
La secuenciacion de esta enzima mostrd que se diferenciaba de SHV-1 debido a la sustitucion de
glicina por serina en la posicion 238, esta mutacion se expresa en las propiedades adquiridas de
espectro ampliado de esta betalactamasa, llamada SHV-2. Luego de mas de una década de su
descubrimiento, se encontraron SHV-2 a lo largo de todo el mundo. Demostrando asi que la
presion ejercida por el uso de cefalosporinas de tercera generacion durante la primera década de

su uso fue la responsable de la aparicion de esta betalactamasa (Paterson y Bonomo, 2005).

2.6.1.3. CTX-M

Esta betalactamasa fue descrita por primera vez por Tzouvelekis en el afio 2000 (Tzouvelekis
et al., 2000). Sus siglas se adjudican a la habilidad que posee para hidrolizar cefotaxima (Bonnet,
2004). CTX-M es capaz de hidrolizar mejor la cefalotina que la bencil penicilina e hidrolizar
mejor la cefotaxima que la ceftazidima. También se menciona su capacidad de hidrolizar la
cefepima. Se inhibe mejor con tazobactam que con clavulanato y sulbactam. Se han descrito tipos
de CTX-M clasificandose en cinco grupos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-
M-25 (Ghafourian et al., 2015). Curiosamente se encontraron betalactamasas idénticas en lugares
muy alejados del mundo, lo que parece indicar una evolucion independiente estas enzimas. Se
han detectado este tipo de betalactamasas en todos los continentes habitados, incluso en Europa
Occidental, América del Norte, China e India, lugares donde parecian ser poco frecuentes, por lo
que se podria especular que este tipo de BLEE actualmente seria la mas frecuente en todo el

mundo (Paterson y Bonomo, 2005).

2.6.1.4. OTRAS BLEE

Existen otros tipos de BLEE que no se aislan frecuentemente como las betalactamasas ya
mencionadas. La betalactamasa tipo OXA son capaces de hidrolizar la oxacilina y estan agrupadas
en la clase D segun la clasificacion de Ambler y en el grupo funcional 2d de la clasificacion de
Bush-Jacoby-y Medeiros. Este tipo de BLEE se descubrieron en aislados de Pseudomonas
aeruginosa provenientes de un hospital en Turquia. Las enzimas OXA con fenotipo BLEE estan
dentro del subgrupo 2de de la clasificacion funcional de Bush. La mayoria de este tipo de
betalactamasas OXA de espectro extendido derivan de OXA-10 y OXA-2 tales como OXA-11,
0OXA-13, OXA-14, OXA-16, OXA-17, OXA-18 (Paterson y Bonomo, 2005).
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La betalactamasa de tipo GES es el grupo mas importante de las BLEE que no son comunes.
El gen que codifica GES-1 no esta relacionado con ninguna otra enzima betalactamasa mediada

por plasmidos. Se aisla mas en P. aeruginosa y A. baumannii (Castanheira et al., 2021).

La betalactamasa tipo VEB-1 (betalactamasa vietnamita de espectro extendido) fue detectada
por primera vez en un aislado de E. coli que provenia de un bebé vietnamita. Se ha encontrado
VEB-1 y otras variantes de este tipo de BLEE (VEB) en cepas gramnegativas (Castanheira ef al.,
2021).

La betalactamasa tipo PER comparten homologia con las de tipo TEM y SHV en un 25 a 27%
(Paterson y Bonomo, 2005). PER-1 Y PER-2 son las mas comunes dentro de este grupo. PER-1
fue detectado por primera vez en aislados de Pseudomonas aeruginosa y luego en aislados de
Salmonella entérica serovar Typhimurium y Acinetobacter (Paterson y Bonomo, 2005). PER-1
hidroliza de manera eficaz las penicilinas y cefalosporinas, y es susceptiple a la inhibicion por
acido clavulanico. Estas enzimas son inhibidas por avibactam en menor medida que las otras
betalactamasas de clase A.VEB-1 tiene mayor homologia con PER-1 y PER-2 (Ghafourian et al.,
2015). Existen otros tipos de BLEE pero sus hallazgos son menos comunes. Las betalactamasas

poco comunes incluyen a SFO-1, BES-1, TLA-1, TLA-2 entre otras (Castanheira ef al., 2021).

2.7. DETECCION DE BETALACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO

2.7.1. PRUEBAS DE SCREENING PARA LA PRODUCCION DE BLEE

2.7.1.1. METODO DE DIFUSION EN DISCO

El Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI), propuso métodos de difusion en disco para
la deteccion de productores de BLEE por Klebsiella spp., E. coli y Proteus mirabilis (Paterson y
Bonomo, 2005). Usando métodos de difusién en disco para las pruebas de susceptibilidad
antibioticas se pueden determinar la produccion de BLEE mediante los diametros de zonas
especificas que indicarian una alta sospecha de produccion de BLEE (Rawat y Nair, 2010). Se
usan discos de cefpodoxima, ceftazidima, aztreonam, cefotaxima o ceftriaxona. Se indica
sospecha de produccién de BLEE en aislados que muestren resistencia o una disminucion de
susceptibilidad frente a cualquiera de los cinco agentes ya mencionados (Rawat y Nair, 2010). Se
deben realizar pruebas fenotipicas confirmatorias para aquellas cepas sospechosas de ser
productoras de BLEE (Paterson y Bonomo, 2005). Inicialmente el CLSI recomendo el diametro
de zona < 22 mm para discos de cefpodoxima de 10 pg como medida adecuada para deteccion de

BLEE, sin embargo, era inespecifico para deteccion productoras de BLEE en aislados de
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Escherichia coli. Actualmente el CLSI, recomienda los siguientes valores para E. coli , K. oxytoca
y K. prneumoniae: cefpodoxima ( < 17 mm), ceftazidima ( <22mm) , ceftriaxona (<25 mm),

cefotaxima y aztreonam ( <27 mm) (Perez et al., 2007)

2.7.1.2. PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA POR

DILUCION
El CLSI ha propuesto la deteccion de productores de BLEE por Klebsiella spp y E. coli
mediante métodos de dilucion. Pueden usarse ceftazidima, aztreonam, cefotaxima o ceftriaxona
a concentracion de deteccion de 1 pg/ml. Un crecimiento mayor o igual a esta concentracion es
sospechoso de ser productor de BLEE y requerira de una prueba confirmatoria (Paterson y

Bonomo, 2005).

2.7.2. PRUEBAS FENOTIPICAS CONFIRMATORIAS PARA LA
PRODUCCION DE BLEE

2.7.2.1.METODO DE SINERGIA DE DOBLE DISCO O METODO DE

JARLIER
Esta prueba se lleva a cabo en una placa de agar Mueller-Hinton, colocando un disco de
susceptibilidad de amoxicilina-acido clavulanico (AMC) (20 ug/10 ug) en el centro de la placa y
alrededor a éste se dispone de discos que contienen de ceftazidima, cefotaxima o ceftriaxona y
aztreonam separados de 30 mm entre si. La zona de in inhibicion agrandada o distorsionada
alrededor del disco de AMC es indicativo de sinergia entre el acido clavulanico y cualquiera de
los antibioticos probados, confirmando asi la produccion de BLEE (Bradford, 2001). Este efecto
sinérgico entre ambos halos también se conoce como efecto cola de pez, efecto huevo o balon de

futbol americano (Lezameta ef al., 2010)

2.7.2.2. METODO DE DISCOS COMBINADOS
(CEFALOSPORINA/CLAVULANATO)

Para la confirmacion de BLEE en Klebsiella spp y E. coli. se recomienda usar discos de
cefotaxima (30 ug) o discos de ceftazidima (30 ug) solas y en combinacién con clavulanato (10
ug). E1 CLSI recomienda que la prueba de discos se realice en agar Mueller-Hinton (Paterson y
Bonomo, 2005). La diferencia mayor o igual a 5 mm de los diametros de zona de cualquiera de
los discos de cefalosporinas y su respectivo disco de cefalosporina / clavulanato indicaria una

confirmacion fenotipica de la produccion de BLEE (Lezameta et al., 2010)

2.7.3. PRUEBAS MOLECULARES
2.7.3.1. AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DEL GEN bla

La prueba molecular mas comun y sencilla para detectar la presencia de una betalactamasa

perteneciente al grupo de enzimas es la PCR con cebadores oligonucleotidicos especificos para
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el gen de betalactamasa a identificar. La secuenciacion posterior de los productos obtenidos en la
PCR nos ayudara a saber con exactitud el tipo de enzima BLEE identificada (Bradford, 2001;
Seral et al., 2010)

2.8. ANTECEDENTES

La Organizacion Mundial de la salud (OMS) nos advierte sobre la amenaza creciente que
representa la resistencia antimicrobiana (RAM) comprometiendo los Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS) poniendo en riesgo la salud publica, el crecimiento econémico y la seguridad
alimentaria. En respuesta a ello, en el afio 2017, la OMS publico una lista de bacterias resistentes
a los antimicrobianos categorizadas segun prioridad, encontrandose a las bacterias productoras de
betalactamasas de espectro extendido en la categoria de prioridad critica, incluyéndose en este
grupo a bacterias como Klebsiella spp., E.coli, Proteus spp. , entre otras enterobacterias (OMS,

2017).

Numerosos estudios han reportado aislados bacterianos portadores de BLEE provenientes de
muestras fecales de diversos animales que son destinados al consumo humano, animales salvajes
y animales de compaiiia (Li ef al., 2007). Las bacterias patdogenas provenientes de animales de
compaiiia pueden ser transmitidas hacia los humanos debido al estrecho contacto que existe en la
actualidad entre dichas especies (Pomba ef al., 2017). Un estudio realizado por Toombs et al. en
Nueva Zelanda, evaluo6 el intercambio de aislados de Escherichia coli productores de BLEE entre
animales de compafia y humanos con sospecha de ITU, evaluando la presencia de la misma cepa
de E. coli productora de BLEE en el humano y la mascota del hogar. Este estudio demostré que
un 35% de los hogares analizados tenian mascotas que poseian una cepa de Enterobacteriaceae
con un fenotipo productor de BLEE, y en dos hogares se encontrdé la misma cepa de E. coli
productora de BLEE tanto en la mascota como en la persona con sospecha de ITU (Toombs et

al., 2020).

Anteriormente Klebsiella spp. era la bacteria mas frecuentemente asociada a BLEE, sin
embargo, en los ultimos afios Escherichia coli esta logrando mayor alcance en relacion con este
mecanismo de resistencia (Torres y Zarazaga, 2007). Esta premisa lo confirma Werhahn et al.
(2023) quién realiz6 un estudio en una clinica veterinaria del norte de Alemania, con 1000
muestras (hisopados rectales) provenientes de 434 perros sin patologia digestiva que fueron para
controles preventivos o vacunas y 566 perros con diversas enfermedades como oftalmicas,
ortopédicas, dentales, dérmicas y gastroenteroldgicas. Encontrando un 12% (52/434) de E. coli

productoras de BLEE en mascotas que no acudieron con alguna patologia sistémica ni digestiva
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Actualmente, se ha incrementado la cantidad de cepas portadoras de enzimas betalactamasas
de espectro extendido (BLEE), encontrdndose con mas frecuencia la del tipo CTX-M (Torres y
Zarazaga, 2007). Ventura et al. (2024) realizarn un estudio donde se evalud perros sin patologia
digestiva ni sistémica y sin antibioticoterapia en los tltimos 12 meses, encontrando E. coli
productora de BLEE de tipo CTX-M en 17% (9/53) de los perros. Cabe mencionar que de las 9
cepas de E.coli portadores del gen blacry.u, solo tres expresaron fenotipicamente BLEE mediante

la prueba de sinergia de doble disco (Rocha ef al., 2023).

En un estudio realizado en Europa donde se analizaron muestras provenientes de perros y gatos
enfermos, se encontraron diez aislados bacterianos productores de BLEE, ocho eran E. coli y dos
se identificaron como K. pneumoniae. De las diez cepas aisladas, nueve presentaban el gen blacrx.
My una cepa presentaba el gen blarey (Bogaerts et al., 2015). De manera similar, en un estudio
realizado en el Hospital Veterinario de la Universidad Nacional de Taiwéan con cepas bacterianas
de Klebsiella pneumoniae proveniente de perros y gatos con ITU, se identificaron 19 aislados que

expresaron genes bla (Lee et al., 2024).

En Colombia se analizaron muestras de orina de perros provenientes de un Laboratorio Clinico
Veterinario encontrando un 6.6% y un 44% de positividad para BLEE en las cepas de E. coli y K.

pneumoniae aisladas respectivamente (Ochoa et al., 2021).

En Kolkata, India, se analizaron 70 cepas de E. coli provenientes de muestras fecales de
caninos que cursaban con diarrea. Obteniéndose un 30% (21/70) de E. coli productoras de BLEE.
Los  principales genes de resistencia  encontrados  fueron:  blacrxn (100

%), blarey (28.57%) v blasuy (9.5%) (Tudu et al., 2022).

En Cabo Verde, se analizaron 100 muestras de hisopados rectales provenientes de 50 perros
confinados y de 50 perros no confinados, encontrandose 48 aislados de enterobacterias
productoras de BLEE. De estas enterobacterias se encontro un 60.42% (29/48) de Escherichia
coli y un 8.33% (4/48) de Klebsiella pneumoniae (Matos et al., 2023).

Respecto al Perti, En el departamento de Lambayeque se realizé un estudio a las mascotas
provenientes de la clinica veterinaria “La Vina”, observandose que el 65,4% (17/26) de las
muestras estudiadas fueron positivas para enterobacterias productoras de BLEE, encontrando

ademas un predominio de mascotas con exposicion a antibioticos (65,4%) (Aguilar et al., 2016).

En el departamento de Lima se realizé un estudio con muestras provenientes de perros sanos de
la Clinica Veterinaria Docente Cayetano Heredia, obteniendo un 44.83% de enterobacterias
productoras de BLEE, con un 44.83% correspondiente a E. coli y un 6.89% a Klebsiella spp.
(Mendoza, 2020).
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Otro estudio realizado en Lima en el afio 2023 por Ventura et al., analizd6 muestras de perros
clinicamente sanos que asistieron a las veterinarias por motivo de vacunacién o bafios, estas
nmuestras eran procedentes dos veterinarias de caracteristicas socioeconomicas diferentes, una
veterinaria de Surco y una de Villa El Salvador. Fueron detectados doce (13%) E. coli productores

de BLEE (Ventura et al., 2024)

El impacto de estas investigaciones afecta no solo a los animales de compaiiia, sino también a
los humanos. Si bien ha ido aumentando en los Ultimos afios las investigaciones sobre E. coli y
Klebsiella spp. productoras de BLEE alrededor del mundo es ain escasa la informacion

disponible en nuestro pais, por lo que se requiere realizar mas investigaciones en el Pert.
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION Y TIEMPO

Este estudio se llevo a cabo durante los meses de junio del 2023 a diciembre del 2023, en el
laboratorio de Microbiologia y Parasitologia Veterinaria, Secciéon Bacteriologia y Micologia de
la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (FMV-
UNMSM), en el distrito de San Borja, departamento Lima- Pert.

3.2. DESCRIPCION DEL MATERIAL EXPERIMENTAL

3.2.1. MUESTRAS BIOLOGICAS
Se evaluaron 14 aislados de Klebsiella spp. y 27 aislados de Escherichia coli previamente
identificadas y criopreservadas, pertenecientes al cepario del Laboratorio de Microbiologia y
Parasitologia Veterinaria, Seccion Bacteriologia y Micologia de la FMV-UNMSM. Estas
muestras fueron obtenidas mediante hisopados rectales de perros que fueron atendidos en consulta
médica en la Clinica de Animales Menores (CAMe) de la FMV-UNMSM por diversos motivos
como vacunacion, controles rutinarios, seguimiento de tratamientos, entre otros, estas muestras

fueron remitidas durante el afio 2021. La informacion de las muestras se incluy6 en el Anexo 1.

3.2.2. MATERIALES
e Control positivo blarey: Cepa Escherichia coli EC225K (Alvarez et al., 2022)
e  Control positivo blasuy: Cepa Klebsiella spp. E213 (Datos no publicados)
e Control positivo blacrx.m: Cepa Escherichia coli EC247K (Alvarez et al., 2022)
e Discos de ceftazidima 30ug (CAZ) Oxoid
e Discos de cefotaxima 30ug (CTX) (Oxoid)
e Discos de ceftazidima 30ug + acido clavulanico 10ug (CAZ-CLA) (Oxoid)
e Discos de cefotaxima 30ug + acido clavulanico 10ug (CTX-CLA) (Oxoid)
e Agar Mac Conkey
e Guantes de latex
e Guantes de nitrilo

e Cofias
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Mascarillas KN-95 y de 3 pliegues
Mechero

Ansas circulares y en punta

Viales

Gradillas

Micropipetas de 10, 20, 100 y 1000 ul (Eppendorf)
Parafilm

Agua destilada

PCR-Cooler (Eppendorf)
PCR-Rack (Eppendorf)

Tips para micropipetas (Eppendorf)
Alcohol de 70°

Tubo para escala McFarland 0.5

3.2.3. EQUIPOS

Flujo laminar (BIOSAN)

PCR electrophoresis system (Cleaver Scientific)
Vortex (Isolab)

Bloque de calor (Thermo Scientific)
Transiluminador SafeVIEW (Clevaer Scientific)
Microcentrifuga (Thermo Scientific)

Estufa

Espectrofotometro (DeNovix)

Termociclador Biometra TOne (Analytik Jena)
Refrigeradora

Congeladora

3.24. REACTIVOS
Buffer TBE (Cleaver Scientific)
Agarosa SIGMA
Lisozima (50mg/ml) (Thermo Scientific)
Kit de extraccion de ADN (GeneJET™ Genomic DNA Purification Kit)
Marcador de peso molecular 100bp (Opti-DNA Marker)
Buffer de carga safe-green (ABM)
EDTA 50 Mm
Agar Tripticasa de Soya -TSA (Merck)
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e (aldo Tripticasa de Soya -TSB (Merck)
e Agar Muller- Hinton (Merck)

e Glicerol 50%

e (Cebador del gen blarem

e Cebador del gen blacry.u

e (Cebador del gen blasuy
3.3. DESCRIPCION DEL DISENO EXPERIMENTAL

3.3.1. REACTIVACION DE CEPAS
Se realizé la inoculacion de 100 plL de las cepas criopersevadas de Klebsiella spp. y
Escherichia coli en tubos con 1 ml de caldo TSB, luego fueron llevadas a la estufa para su
posterior incubacion durante 24 horas a 37°C, posteriormente se extrajo 0.1 ml y fueron
sembradas por agotamiento en agar Tripticasa de Soya (TSA) y agar Mac Conkey (MC) y

estuvieron en incubacion durante 24 horas a 37°C

3.3.2. DETECCION FENOTIPICA CONFIRMATORIA DE BLEE
La deteccion fenotipica de BLEE se realizé mediante el método de discos combinados segiin
lo que indica la CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). Las suspensiones bacterianas
fueron preparadas en solucion salina con un grado de turbidez de 0.5 segun la escala McFarland
y luego fueron inoculadas en placas de agar Mueller Hinton. Posteriormente, se colocaron discos
que contenian 30 pg de cefotaxima (CTX), 30 ug de ceftazidima (CAZ) y discos que contenian
dichos farmacos mas 10 pg de clavulanato en el agar, y se dejaron en incubacion durante 24 horas

a 37°C antes de su posterior interpretacion (Seral et al., 2010).

Se consideraron positivos para BLEE, los aislados cuya medida de la zona de inhibicion
alrededor de uno de los discos combinados luego de la incubacién fueron > 5 mm que la zona de
inhibicion alrededor del disco de cefalosporina correspondiente, segiin lo recomendado por la

CLSI y el fabricante (Carter et al., 2000)

3.3.3. DETECCION GENOTIPICA DE BLEE
3.3.3.1. EXTRACCION DE ADN

La extraccion del ADN de los aislados se realiz6 mediante el kit de extraccion de ADN
(GeneJET™ Genomic DNA Purification Kit - Thermo Scientific ® Lituania) siguiendo las
instrucciones del fabricante. En primer lugar, se tom6 una colonia aislada de la cepa de Klebsiella
spp. 0 E. coli en agar Mac Conkey y se inocularon en viales que poseian 1.5 ml de caldo Luria-
Bertani(LB) para su posterior incubacion durante 24 horas a 37 °C. Posteriormente fue
centrifugado a 5000 g por 10 min y se descartd el sobrenadante. El precipitado fue resuspendido

en 180 uL Buffer de Lisis segiin lo recomendado en el kit, luego se siguieron los pasos descritos
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por el fabricante (Anexo 2). Después de haber extraido el ADN, se procedi6 a cuantificar algunos
viales de manera aleatoria mediante espectrofotometria. Finalmente, los ADN extraido fueron

preservados a -20 °C para su posterior uso.

3.3.3.2. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La deteccion genotipica se realizé mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
para identificar la presencia de genes bla. Para identificar estos genes, se usaron cebadores
especificos para los genes blargy, blasuy y blacrx.am (ver Cuadro 2). Para poder realizar este
procedimiento se usaron 3 controles positivos, que fueron cepas portadoras de los genes en

estudio, y controles negativos, que fueron cepas que no eran portadoras de los genes en estudio.

Cuadro 2. Cebadores utilizados para el gen bla

Tamaimo
Cebador Secuencia (5'-3' Referencia
(539 (pb)
Forward ATGAGTATTCAACATTTCCG
Archambault
bla 859 t al, 2006
e Reverse ACCAATGCTTAATCAGTGAG eta, :
Forward TTATCTCCCTGTTAGCCACC Weill et al
bla 854 2004; Jena et
SV Reverse GATTTGCTGATTTCGCTCGG al.. 2017.
Batchelor et
Forward CGATGTGCAGTACCAGTAA 005,
585 Sahoo ef al.
blacrxm  Reverse TTAGTGACCAGAATCAGCGG a ggf;a ’

Fuente: (Batchelor et al., 2005; Archambault et al, 2006; Sahoo et al., 2019).

3.3.3.2.1. PCR PARA EL GEN blargm

Se utilizé como control positivo la cepa EC225K (Escherichia coli) del cepario, que expreso el
gen blarzy en su secuenciamiento genético (Alvarez et al., 2022), como control negativo se uso
la cepa se uso la cepa ATCC25922 (Escherichia coli) y como control blanco se utilizé agua ultra
pura. Se tomo el protocolo realizado Archambault et al. (2006) como referencia. Para la
preparacion de la solucion para el PCR se manejo un volumen total de 20 ul, que contenian 1 uLL
de ADN (muestra) y 19 uL de Master Mix que contenia 0.4 pl de dNTP’s, 0.2 uL de DreamTaq
DNA Polymerase, 2 uLL de DreamTaq Buffer + MgCl,, 0.4 uL de cada cebador y 16 uL. de H,O
ultra pura (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Concentraciones y volumen de la mezcla final de 20 pL para el gen blareu

Buffer MgCl, dNTPs Cebador T 4 ADN H20
polimerasa UP
conci:vntrilmon X  2mM 0.1\2/I 0.5 um U 20/-5(]1
blarem 1na m ng/n 16 pL
volumen 2uL 0.4pul  04puL 0.2 uL 1l

El termociclado se realizd bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo de 7 min a 94 °C como
desnaturalizacion inicial, seguido de 30 ciclos de 94 °C de desnaturalizacion por 1 minuto, 50°C
de hibridacion por 1 minuto y 72°C de elongacion por 1 minuto, teniendo una elongancion final

de 10 minutos a 72 °C (Archambault et al. 2006).

3.3.3.2.2. PCR PARA EL GEN blasny

Se utilizd6 como control positivo la cepa E213 del cepario que expreso el gen blasyy en su
secuenciamiento genético (Datos no publicados), esta cepa fue aislada de un canino mediante
hisopado rectal; como control negativo se uso la cepa ATCC25922 (Escherichia coli) y como
control blanco se utiliz6 agua ultra pura. Se tomo el protocolo realizado por Jena et al. (2017)
como referencia. Para la preparacion de la solucion para el PCR se manejo un volumen total de
20 pL, conteniendo 1 pL. de ADN (muestra) y 19 pL de Master Mix que contenia 0.4 pul de dNTP’s
, 0.2 uL de DreamTaq DNA Polymerase (1 U), 2 pL Buffer + MgCl,, 0.2 uL de cada cebador y
16.2 uL de H>O ultra pura (Cuadro 4).

Cuadro 4. Concentraciones y volumen de la mezcla final de 20 pL para el gen blasuy

Buffer MgCl, dNTPs Cebador _ 199 ADN 1O

polimerasa UP

concgntr?010n X  2mM 0.2 0.5 um U 20/-50 69

blasyy na mM ng/ uL uL
volumen 2ul 04pul  02puL 0.2 uL 1 ul

El termociclado se realizo bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo de 5 min a 95 °C como
desnaturalizacion inicial, seguido de 1 minuto de desnaturalizacién a 94 °C, 1 min de hibridacion
a 55°C de hibridacion y 1 minuto de elongacion a 72°C (30 ciclos), y una elongacion final de 10

minutos a 72 °C (Jena et al. 2017).
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3.3.3.2.3. PCR PARA EL GEN bla crx-m

Se utilizé6 como control positivo la cepa EC247K (Escherichia coli) del cepario, que expresd
el gen blacrxy en su secuenciamiento genético (Alvarez et al., 2022), como control negativo se
uso la cepa se uso la cepa ATCC25922 (Escherichia coli) y como control blanco se utilizé agua
ultra pura. Se tomo el protocolo realizado por Sahoo ef al. (2019) como referencia. Para la
preparacion de la solucion para el PCR se manej6 un volumen total de 20 pL, conteniendo 1 pL
de ADN (muestra) y 19 uL de Master Mix que contenian 0.4 pl de dNTP’s (0.2 mM), 0.2 uL de
DreamTaq DNA Polymerase (1 U), 4 uL de Buffer, 1.2 pL. de MgCl,, 0.4 pL de cada cebador y
12.8 pL. de H»O ultra pura (Cuadro 5).

Cuadro 5. Concentraciones y volumen de la mezcla final de 20 pL para el gen blacry.u

Buffer MgCl, dNTPs Cebador .24 ADN RO

polimerasa UP

conCEnTacion 1x 1.25mm 0'1\24 05um  1U 20/'5% 18

blacrxm na n e ]J.L
volumen 4ul 1.2pL 04pl  04puL 0.2 uL 1l

El termociclado se realizo bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo de 5 min a 94 °C como
desnaturalizacion inicial, seguido de 30 segundos de desnaturalizacion a 94 °C, 30 segundos de
hibridacion a 52°C y 1 minuto de elongacion a 72°C (30 ciclos), y una elongacion final de 7

minutos a 72 °C (Sahoo et al. 2019).

3.3.4. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA
Para realizar la electroforesis, se us6 gel de agarosa al 1.5% previamente preparado. Se coloco
el gel dentro de la cdmara de electroforesis y se procedi6 a anadir TBE al 0.5X. Se tom6 5 puL del
producto del termociclado de cada muestra y se mezcld con 1 pL del buffer de carga Safe Green
y fueron colocados en su pocillo respectivo en el gel, finalmente se colocd un gel marcador de
peso molecular 100bp Opti DNA Marker. La electroforesis fue corrida durante 90 minutos a 90

voltios. Para analizar los productos se usé un transiluminador de luz azul SafeVIEW.

La interpretacion de la electroforesis se realizo mediante la ubicacion de las bandas segun su
peso, considerando positivos a aquellas muestras cuyo peso del producto amplificado fue de 859

pb para blareu, 854 pb para blasyy 'y 585 pb para blacry.u.
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IV.  RESULTADOS

4.1 IDENTIFICACION FENOTIPICA DE BETALACTAMASAS DE ESPECTRO
EXTENDIDO:

Se obtuvieron 14 aislados de Klebsiella spp. y 27 aislados de Escherichia coli. De las 41 cepas
analizadas, 5 cepas de Klebsiella spp. y 5 cepas de Escherichia coli resultaron sospechosas para
la presencia de betalactamasas de espectro extendido. Posteriormente, mediante la prueba de
discos combinados se confirmo la presencia de BLEE en un 22 % (9/41), de las cuales un 10%
(4/41) fueron Klebsiella spp. y un 12% (5/41) fueron Escherichia coli (Cuadro 6). Por otro lado,
32 muestras resultaron negativas para la presencia de betalactamasas de espectro extendido. Los

resultados fenotipicos de todas las cepas se detallan en el Anexo 3.

Cuadro 6. Frecuencia de BLEE seglin el método de discos combinados.

%) # cepas
Klebsiella spp. (%) Escherichia coli (%)
Positivo 22.0% 4 10% 5 12%
Negativo  78.0% 10 24% 22 54%
Total 100% 14 27

4.2 IDENTIFICACION DE LOS GENES DE RESISTENCIA blarey, blasav y blacrx.u
MEDIANTE PCR:

Se realiz6 la deteccion de los genes de resistencia blarey, blasuyvy blacry.ymediante la prueba
de PCR al total (n=41) de las muestras siguiendo los protocolos ya mencionados en el capitulo
anterior. Los productos obtenidos del PCR se analizaron mediante su visualizacion mediante la

electroforesis en gel de agarosa.

29



En el Cuadro 7 se muestran los resultados obtenidos para la presencia de los 3 genes de
resistencia blarem, blasuy'y blacrx.men los aislados de Klebsiella spp. y Escherichia coli mediante
PCR. Encontrandose la presencia del gen blacrx.men un 41% (17/41), del gen blaren en un 29%
(12/41) y del gen blasyy en un 24% (10/41). Mientras que 13 de las muestras analizadas no

presentaron ninguno de los tres genes bla analizados

Cuadro 7. Frecuencia de gen blarem, blasuvy blacrx-v mediante PCR.

POSITIVOS % NEGATIVOS
gen bla
(n) (%) (n) (%)
blarem 12 29% 29 71%
blasuy 10 24% 31 76%
blactx-m 17 41% 24 59%

Los perfiles genotipicos de resistencia mostraron 5 tipos de combinaciones de los tres genes en
estudio (Cuadro 8). Encontrando una cepa de Klebsiella spp. que presento los tres genes blatem,
blasuvy blactx-m , sin embargo esta cepa provenia de un paciente que acudié a consulta por un
control, mas no por una patologia digestiva ni sistémica (ver Anexo 3). Ademas, el 46% (13/28)
de nuestras muestras que fueron positivas para al menos un gen bla no presentaban ninguna
patologia digestiva; sin embargo, no se pudo acceder a la historia clinica del 54% (15/28) de

muestras portadoras de los genes.

Cuadro 8. Combinaciones de genes blatem, blasuvy blactxm en cepas analizadas.

GENES COMBINADOS CANTIDAD %

blarey + blasuy+ bla crxm 1 2%
blareym + blasuy 1 2%
blasuy + bla crx-m 2 5%
blacrx.m + blareyu 9 22%

Con respecto a las 14 cepas de Klebsiella spp. analizadas, 13 cepas amplificaron al menos un
gen bla. Los resultados obtenidos para la presencia de los genes blarem, blasuy y blacrx.u se
muestran en el cuadro 9. El gen blazeyse encontrd en un 36% (5/14) de las muestras, el gen blasuy
estuvo presente en un 57% (8/14) y el gen blacrx.a en un 43% (6/14), mientras que solo un aislado

amplifico los tres genes juntos. Ademas, dos de las muestras de Klebsiella spp. no amplificaron
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ninguno de los tres genes bla analizados. Cabe resaltar que 9 muestras fueron negativas

fenotipicamente, pero amplificaron al menos un gen bla.

Cuadro 9. Frecuencia de los genes blarey, blasyyy blacrx.ven cepas de Klebsiella spp.

POSITIVOS NEGATIVOS
gen bla .. .. . .
# cepas positivas % cepas positivas # cepas negativas % cepas negativas
blareym 5 36% 9 64%
blasuy 8 57% 6 43%
blacrx-m 6 43% 8 57%
Ninglin gen 1 7%

Con respecto a las 27 cepas analizadas de Escherichia coli, 15 cepas amplificaron al menos un
gen bla. Los resultados obtenidos para la presencia de los genes blazes, blasuy y blacrx.men la se
muestran en el cuadro 10. El gen blareym se encontrd en un 26% (7/27), el gen blasuy se encontro
en un 7% (2/27) y el gen blacrx.m se encontré en un 41% (11/27), mientras que ningtn aislado
amplifico los tres genes juntos. Ademas, 12 muestras resultaron negativas para los tres genes bla
analizados. Cabe resaltar que 10 cepas de E. coli fueron negativas fenotipicamente, pero

amplificaron al menos un gen bla.

Cuadro 10. Frecuencia de los genes blarem, blasuv y blacrx-m en cepas de Escherichia coli.

POSITIVOS NEGATIVOS
gen bla
# cepas positivas % cepas positivas ~ # cepas negativas % cepas negativas
blatem 7 26% 20 74%
blagHv 2 7% 25 93%
blaCTx.M 11 41% 16 59%
Ningtn gen 12 44%

31



Los resultados ya descritos se obtuvieron mediante la visualizacion de las bandas de los productos
del PCR mediante la electroforesis. Las muestras positivas para el gen blargy marcaron un peso
de 859 pb (Figura 7), las muestras positivas para el gen blasyy tuvieron un peso de 854 pb (Figura

8) y las muestras positivas para el gen blacrx.u tuvieron un peso de 585 pb (Figura 9).

900 pb

859 pb
800 pb

Figura 7. Electroforesis de productos amplificados para el gen blarem.
Carril 1 y 7: Marcador de peso molecular 100 pb; Carril 2: Control blanco;
Carril 3: Control Positivo (EC225K); Carril 4: Control Negativo (ATCC
25922) Carril 5: Muestra Positiva al gen blatem (E199); Carril 6: Muestra
Negativa al gen blatem (E217).
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900 pb

Figura 8. Electroforesis de productos amplificados para el gen blasuv.
Carril 1y 7: Marcador de peso molecular 100 pb; Carril 2: Control blanco;
Carril 3: Control Positivo (E213); Carril 4: Control Negativo (ATCC
25922) Carril 5: Muestra Positiva al gen blasuv (E207); Carril 6: Muestra
Negativa al gen blasuv (EC438).

600 pb
=) 535 pb

500 pb

Figura 9. Electroforesis de productos amplificados para el gen blactx-m.
Carril 1y 7: Marcador de peso molecular 100 pb; Carril 2: Control blanco;
Carril 3: Control Positivo (EC247K); Carril 4: Control Negativo (ATCC
25922) Carril 5: Muestra Positiva al gen blactxm (EC445); Carril 6:
Muestra Negativa al gen blacrx-, (E219).
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V. DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion se evidencid la presencia de enterobacterias productoras
de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) en muestras provenientes de hisopados rectales
de perros que fueron atendidos en la Clinica de Animales Menores (CAMe) de la FMV-UNMSM
remitidas al Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia Veterinaria, Seccion Bacteriologia y
Micologia de la FMV-UNMSM durante el afio 2021, el 34% (14/41) de las muestras fueron de
pacientes que no padecian alguna patologia digestiva, se desconoce la historia clinica del 66%
(27/41) restante de las muestras. El fenotipo de resistencia de BLEE fue encontrado en un 22%
(9/41) de las muestras analizadas, cuatro de estas muestras pertenecian a perros que no
presentaban cuadros digestivos ni infecciosos y de las otras cinco muestras no se pudo acceder a
su historia clinica por lo que no se pudo descartar ninguna patologia. El porcentaje obtenido es
menor a un estudio similar realizado en un distrito de Lima Norte donde analizaron muestras de
canes que no presentaban enfermedad digestiva ni sistémica, se detectd la presencia de BLEE
mediante el método de sinergia de doble disco recomendado por la European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), encontrandose una prevalencia del 44.83%
(27/58) de enterobacterias productoras de BLEE, identificandose que un 51.72% (30/58) del total
de canes habian recibido antibioticoterapia en los seis meses previos al estudio, lo que pudo haber
contribuido a que el porcentaje sea mayor al nuestro (Mendoza, 2020). De manera similar, el
porcentaje es mucho menor de lo encontrado en el departamento de Chiclayo donde analizaron
muestras de pacientes de una Clinica Veterinaria de la localidad excluyendo a aquellos que tenian
alguna enfermedad diarreica, la presencia de BLEE fue detectada mediante el método de discos
combinados con inhibidor (método usado en el presente estudio) recomendado por la Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI), obteniendo un 65.4% de enterobacterias productoras de
BLEE; estas variaciones de prevalencia pudieron deberse a la diferencia sobre la tenencia de
mascotas, las politicas de uso y de venta de antibioticos veterinarios en cada localidad (Aguilar et

al., 2016). Nuestros resultados demuestran que la presencia de BLEE en E. coli (12%) fue mayor
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frente a la presencia de BLEE en Klebsiella spp. (10 %), estos datos concuerdan con el estudio
realizado en perros sanos de la Clinica Veterinaria Docente Cayetano Heredia donde encontraron

mayor prevalencia de BLEE en E. coli frente a Klebsiella spp. (Mendoza,2020).

Los diferentes métodos fenotipicos para la deteccion de BLEE puede conllevar a limitaciones en
su deteccion. El método de Jarlier recomendado por EUCAST ha demostrado ser muy sensible y
practico ya que la técnica es similar a la de un antibiograma de rutina; Sin embargo, depende de
la destreza en la colocacion de los discos y en la interpretacion de la sinergia, algunas cepas con
resistencia en paralelo a los inhibidores de betalactamasas pueden dificultar la deteccion de esta
prueba. Por otra parte, pueden darse falsos positivos en cepas que presenten betalactamasas
cromosomicas sensible a los inhibidores, cepas hiperproductoras de betalactamasa cromosomica
K1 y cepas hiperproductoras de SHV-1. Por ello, la National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) recomienda como método de confirmacion de BLEE el método de discos
combinados mediante la comparacion de los halos de inhibicion de los discos de cefalosporinas
(cefotaxima y/o ceftazidima) con los halos de inhibicion de estos discos afiadiendo acido

clavulanico (10 pg) (Calvo et al., 2011)

Son escasos los estudios realizados en el Perl sobre la presencia de BLEE en perros; sin
embargo, la prevalencia encontrada de enterobacterias productoras de BLEE son similares a los
encontrados en otros paises como Rumania (25.9%) y Kenia (18%) (Albrechtova et al., 2012;
Cozma et al., 2015). Aunque, es mucho mayor de lo reportado en Brasil (8.3%) y México (5.7%)
(Sallem et al., 2013; Wedley et al., 2011).

La produccidn de betalactamasas de espectro extendido como las de tipo TEM, CTX-M y SHV
son las responsables de la produccion de resistencia a las cefalosporinas de amplio espectro. Los
resultados del presente estudio muestran un predominio de genes de blacrx.u (41%) seguido de

blarem (29%)y blasuy (24%) en las cepas de E. coli 'y Klebsiella spp. analizadas.

El tipo de gen predominante en nuestro estudio fue el gen blacrxu, similar a lo que pasa en
humanos, la enzima BLEE tipo CTX-M se reporta como la mas predominante en animales de
compaiiia (Rubin et al., 2014). El tipo de enzima CTX-M ha sido reportado en perros de Corea
del Sur y en paises europeos como Portugal y Ttnez (Costa ef al., 2004; Sallem et al., 2013). Se
ha demostrado que BLEE tipo CTX-M es causante de importantes enfermedades en humanos de
tipo nosocomial y adquiridas en la comunidad, encontrdndose en aislados clinicos como en
bacterias comensales de humanos y animales, y productos que forman parte de la cadena
alimentaria lo que significa su amplia distribuciéon sugiriendo su presencia como reservorio
ambiental (Pallecchi et al, 2007). Colquechagua et al. (2017) reporta la presencia de
enterobacterias productoras de BLEE de tipo CTX-M en el Instituto Nacional de Salud del Nifio
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(Brefia-Lima, Peru) provenientes de muestras de pacientes de origen hospitalario y de la
comunidad, encontrdndose una prevalencia de BLEE tipo CTX-M en E. coli de origen
hospitalario de 94.4% y en K. pneumoniae de 87.2%, este hallazgo sugiere que los nifios podrian
estar mas expuestos a la adquisicion de cepas bacterianas resistentes debido al contacto fisico mas
cercano que mantienen con sus mascotas y a las falta de correctas medidas de higiene. Una
revision realizada sobre la prevalencia global de BLEE durante los afios 1990-2022, confirma la
presencia de E. coli y K. pneumoniae productoras de BLEE en el medio ambiente, animales y
humanos, teniendo al gen blacrx.» como el gen mas detectado reafirmando lo reportado en el
presente estudio (Ramatla et al., 2023). Estos resultados nos indica la diseminacion global del gen
blacrx.atanto en animales como en humanos. En el norte de Kenia, se realizé un estudio enfocado
en una zona rural habitada por tribus, en esta zona la medicina veterinaria para animales pequefios
es ausente y la administracion de antibidticos se realiza de manera ocasional para tratar al ganado
por lo que la presion antibidtica selectiva se podria minimizar, el estudio analizdé muestras
provenientes de humanos, perros y gatos en busca de Escherichia coli productoras de
betalactamasas de espectro extendido, obteniendo al gen blacrxacis en todas las muestras de E.
coli positivas a BLEE. Estos hallazgos respaldan lo encontrado en nuestro estudio y reafirman la
propagacion global del gen blacryu incluso en zonas muy alejadas donde es muy raro el uso de
cefalosporinas de espectro extendido, lo que nos orienta a pensar en otros factores que facilitan la
diseminacion de la resistencia, tales como el clima, la falta de instalaciones sanitarias y la
dependencia de los canes domésticos al consumo de las sobras de alimentos en los hogares

(Albrechtova et al., 2012).

Con respecto al gen blare, los valores encontrados son cercanos al de un estudio realizado en
China donde se analizaron muestras de Escherichia coli provenientes de perros y gatos
encontrandose al gen blarzy como segundo gen mayormente aislado luego de blacryy (Sun et al.,
2010). Hay estudios que reportan porcentajes distintos al de presente estudio, como el de Loncaric
et al. (2020) quienes mencionan al gen blarzy (70%) como gen predominante en su estudio, donde
analizan 36 cepas de enterobacterias, de las cuales un 77.8% (28/36) eran E. coli, y un 8.3% eran

Klebsiella pneumoniae., provenientes de perros y gatos con infecciones urogenitales.

El gen blasyy fue el gen con menor prevalencia con un 24%; sin embargo, el 80% de estas
muestras positivas pertenecian al género Klebsiella spp., datos similares a un estudio realizado en
China donde detectaron enterobacterias productoras de BLEE de muestras de perros de un
hospital veterinario, encontrando un 66.7% de presencia del gen blasyy, de las cuales un 90.9%
eran Klebsiella pneumoniae (An et al. 2024). Klebsiella pneumoniae es la especie de mayor
importancia dentro del género Klebsiella spp. y esta indicada como una de las causas principales

de enfermedades nosocomiales en humanos (Podschun y Ullmann, 1998). En animales es descrita
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como causante de infecciones en el aparato respiratorio, piometra, mastitis, cuadros de septicemia,
entre otros. Las cepas de Klebsiella spp. analizadas en el presente estudio formaron parte de un
trabajo de investigacion realizado en paralelo, donde reportaron que nueve de las catorce cepas

de Klebsiella spp. pertenecieron al género K. pneumoniae. (Cruz, 2023).

Se observo diferencia en la deteccion fenotipica y genotipica de bacterias productoras de BLEE,
teniendo a 9 cepas de Klebsiella spp. y 10 cepas de Escherichia coli que fueron negativas al
fenotipo de BLEE; sin embargo, amplificaron al menos un gen en el PCR. Esta diferencia se
justifica debido a la sensibilidad menor del método fenotipico y la intervencion de factores
ambientales en la resistencia (Yazdi et al., 2012). Giriyapur et al. (2011) demostraron que
diferentes métodos fenotipicos llevaron a diferentes resultados para la deteccion de aislados
positivos a BLEE. Por el contrario, el método genotipico que logra amplificar los genes de
resistencia mediante PCR parece tener un 100 % de especificidad y sensibilidad. Por lo tanto, una
mala identificacion de la resistencia bacteriana puede conllevar a una incorrecta prescripcion y
administracion de antibidticos en la terapéutica ocasionando asi bacterias capaces de producir
nuevos genes de resistencia mediante presion selectiva, por lo que se recomienda la deteccion
molecular como método de eleccion para la correcta deteccion de enterobacterias productoras de

BLEE (Yazdi et al.,, 2012).

De las 9 muestras positivas fenotipicamente a BLEE, todas albergaban al menos un gen bla. De
estas muestras, se puede afirmar que 4 muestras provenian de pacientes que acudieron a consultas
por motivos como: controles rutinarios (2), presencia de hernia umbilical (1) y decaimiento (1).
No se pudo corroborar si habian cursado con algiin cuadro clinico en los Gltimos meses o si habian
recibido antibioticoterapia previa, por lo que no podemos afirmar si estuvieron expuestas a
tratatamientos basados en cefalosporinas exacerbando asi la presencia de estas enterobacterias
productoras de BLEE. Una de estas muestras fue positiva a blarey, blasuyvy blacrx.m, proveniente
de un can que acudi6 a consulta médica por controles rutinarios. De las 19 muestras negativas al
fenotipo de BLEE que albergaban al menos un gen evaluado; podemos afirmar que nueve de estas

muestras eran provenientes de canes que no presentaban patologia digestiva ni sistémica.

La ausencia de patologias digestivas ni sistémicas indican a los perros muestreados en el
presente estudio como portadores asintomaticos de estos genes de resistencia. La presencia de
estos portadores sugiere que estos perros podrian cumplir un papel importante en la diseminacion
de bacterias resistentes hacia los humanos. La transmision de las bacterias resistentes entre
animales y humanos implica que las intervenciones antimicrobianas podrian afectar
indirectamente al microbioma de otros individuos dentro del mismo hogar. Particularmente, el
tracto gastrointestinal de los animales como los de compaiiia, pueden actuar como reservorio de

bacterias resistentes que pueden causar infecciones en perros que se encuentren vulnerables y
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puede representar una fuente de contaminacién hacia los humanos. Los perros podrian
transmitirnos esas bacterias debido al estrecho contacto que existe en la actualidad entre los
propietarios y sus mascotas. (Mandujano et al., 2024) Existen otros factores como el uso por parte
de los médicos veterinarios de medicamentos antimicrobianos que estan reservados para su uso
en humanos en el tratamiento de enfermedades infecciosas, generando una presion de seleccion
que promueve la diseminacidn intersectorial o intrasectorial, ya sea por diseminacion clonal o por
transferencia horizontal de estos genes hacia patogenos bacterianos (Yoon et al., 2024). Este
factor se agrava cuando los duefios de las mascotas no realizan el tratamiento de forma adecuada
y no los culminan. Un factor de riesgo son los habitos alimenticios de los animales de compaiiia
ya que algunos los alimentan con carne cruda, residuos de alimentos y suplementos alimenticios;
sin embargo, no contamos con el historial alimenticio de los canes del presente estudio, por lo
que no podemos precisar el papel de la alimentacion en la presencia de genes de resistencia. Otro
factor importante de la adquisicion de estas cepas resistentes es el estilo de vida que el duefio
proporciona a la mascota. Por ejemplo, las mascotas que estan solos dentro de casa o en el jardin
la mayoria del tiempo o nunca salen a pasear, y las mascotas que puede estar en contacto con
animales de granja o animales salvajes cerca de su entorno (Mandujano et al. 2024). Otro factor
que favorece la transmision de esta resistencia es el estrecho contacto entre animales de compafia
a humanos que brinda un ambiente favorable mediante el contacto directo como caricias, lamidas,
arafiazos, o de manera indirecta mediante la contaminacion de los alimentos y superficies del
entorno doméstico. Se ha descrito el intercambio de Escherichia coli entre humanos sanos y
perros que viven en el mismo hogar bajo estrecho contacto (Johnson et al., 2008) Un estudio
realizado el presente afio, evalud la transferencia de pldsmidos entre Escherichia coli'y Klebsiella
pneumoniae provenientes de muestras fecales de caninos, ambas bacterias eran productoras de
betalactamasas de espectro extendido portadoras del gen blacrx.u. Se sometieron a diferentes
condiciones de temperatura imitando la temperatura corporal en perros (39°C), la temperatura
corporal humana (36°C) y la temperatura ambiental (28°C). Encontrandose en aislados de E coli.
una transferencia de plasmidos mas eficiente en el nivel de temperatura mas elevada que fue la
temperatura corporal de caninos. La diseminacion ocurrié principalmente por transferencia
horizontal de genes en E. coli mientras que Klebsiella spp. fue por diseminacion clonal (Yoon et

al., 2024).

La deteccion fenotipica de enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro
extendido realizadas en el presente estudio, respaldada por la deteccion molecular de genes bla
que codifican estas enzimas refuerzan la posibilidad de transmision de estas bacterias resistentes
entre animales de compaiiia y humanos a través de un contacto directo o indirecto, por lo que se

hace necesario tomar medidas preventivas para evitar su propagacion en el pais.

38



Debido a su importancia clinica la OMS ha actualizado su lista de patégenos bacterianos
prioritarios para el 2024, clasificando a las enterobacterias resistentes a cefalosporinas de tercera
generacion como Escherichia coli y Klebsiella spp. como patdogenos de prioridad critica
representando una amenaza considerable para la salud humana (OMS, 2024). Evaluar la
prevalencia de estas bacterias resistentes a los medicamentos en diferentes fuentes es fundamental
para establecer pautas en la atencion de la salud veterinaria y humana. La diseminacion de E. coli
y Klebsiella spp. productoras de betalactamasas de espectro extendido genera preocupacion sobre
la prevencion de su transmision, el manejo y la profilaxis de infecciones en medicina veterinaria.
Nuestros resultados resaltan la importancia del enfoque “Una Sola Salud”, exigiendo la
colaboracion y trabajo conjunto entre disciplinas relacionadas a la sanidad humana, veterinaria y

medio ambiente, logrando asi una salud 6ptima en animales, seres humanos y el medio ambiente.
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VI. CONCLUSIONES

Se evidencio la presencia de Escherichia coli'y Klebsiella spp. productoras de BLEE en
aislados de perros en Lima-Peru.

Se encontrd una frecuencia fenotipica de enterobacterias productoras de BLEE en perros
del 22 %, correspondiendo un 12 % a Escherichia coli y un 10 % a Klebsiella spp.

Se detectaron genes bla en Escherichia coli y Klebsiella spp. productoras de BLEE,
teniendo como el gen mas frecuente al gen blacrx.ar con 41%, seguido del gen blarey con

un 29% y el gen blasyy en un 24%.
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ANEXOS
ANEXO 1

Lista de cepas utilizadas en el estudio.

CODIGO CEPA ESPECIE HISTORIA CLINICA FI‘EE;III{%SD(;E
E199 K. pneumoniae Canino Control rutinario 2021
E201 K. pneumoniae Canino Consulta por cuadro respiratorio 2021
E202 K. pneumoniae Canino Vacunacion 2021
E203 K. pneumoniae Canino Control por enfermedad renal 2021
E204 Klebsiella spp. Canino Crecimiento de masa en zona cervical 2021
E205 Klebsiella spp. Canino Sangrado Vulvar 2021
E206 Klebsiella spp. Canino Inapetencia 2021
E207 K. pneumoniae Canino Hernia umbilical 2021
E208 Klebsiella spp. Canino Control rutinario 2021
E209 K. pneumoniae Canino Sospecha de colapso traqueal 2021
E211 K. pneumoniae Canino control rutinario 2021
E212 Klebsiella spp. Canino Soplo cardiaco 2021
E213 K. pneumoniae Canino Control por vacunacion 2021
E217 K. pneumoniae Canino Inapetencia 2021

EC437 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC438 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC439 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC440 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC441 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC442 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC443 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC444 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC445 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC446 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC447 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC448 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC449 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
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FECHA DE

CODIGO CEPA ESPECIE HISTORIA CLINICA INGRESO
EC450 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC451 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC452 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC453 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC454 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC455 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC456 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC457 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC458 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC459 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC460 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC462 | Escherichia coli | Canino Sin Historia Clinica 2021
EC463 | Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica 2021
EC464 | Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica 2021
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10.

11.

12.

13.

ANEXO 2
Protocolo para la extraccion de ADN en bacterias gramnegativas.

Inocular 2x 107 células bacterianas en tubos de microcentrifuga de 1.5 a 2 ml de para su
posterior centrifugacién por 10 mina 5000 x g. El sobrenadante debera ser desechado

El precipitado debe ser suspendido nuevamente en 180 puL de Soluciéon de Digestion
(Buffer de Lisis)

Incubar a 56°C, ir agitando hasta que se encuentre lisada por completo, o usar un
termomezclador.

Adicionar 20 pL de solucion ARNasa A, mezclar la solucion con ayuda de un vortex
Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente

Adicionar 200 uL de Solucion de Lisis y mezclar durante 15 minutos hasta que se
encuentre homogenizada.

Agregar 400 pL de etanol al 50% y mezclar.
Pasar la mezcla a una columna de Purificacion insertado dentro de un tubo de recoleccion.

Centrifugar durante un minuto a 6000 xg. Descartar el tubo recolector y colocar la
columna de purificacion en un nuevo tubo recolector de 2 ml

Agregar 500 uL de Buffer de Lavado I ( ¢/ Etanol). Centrifugar durante un minuto a 8000
xg. Descartar el tubo y colocar la columna de purificacion nuevamente en otro tubo
colector.

Agregar 500 pL de Buffer de lavado II (con etanol) en la columna de purificacion dentro
del nuevo tubo colector. Centrifugar durante 3 minutos a velocidad maxima ( >12000
xg). Desechar el contenido del tubo colector nuevamente, y colocarlo dentro de un tubo
de microcentrifuga (1.5 ml)

Adicionar 200 pL de Buffer de Elucion calentado previamente al medio de la columna
de purificacion, incubar durante dos minutos a temperatura ambiente y centrifugarlo
durante 1 minuto a 8000 xg.

Descartar la columna de purificacion y utilizar el ADN purificado en los procedimientos
necesarios, de lo contrario debera ser conservado a -20 °C para su posterior uso.
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Resultados fenotipicos de BLEE en todas las cepas del estudio

ANEXO 3

. PRUEBA DE
N° | CODIGO CEPA DISCOS
COMBINADOS
1 E199 K. pneumoniae POSITIVO
2 E201 K. pneumoniae NEGATIVO
3 E202 K. pneumoniae NEGATIVO
4 E203 K. pneumoniae NEGATIVO
5 E204 Klebsiella spp. NEGATIVO
6 E205 Klebsiella spp. NEGATIVO
7 E206 Klebsiella spp. POSITIVO
8 E207 K. pneumoniae POSITIVO
9 E208 Klebsiella spp. POSITIVO
10 E209 K. pneumoniae NEGATIVO
11 E211 K. pneumoniae NEGATIVO
12 E212 Klebsiella spp. NEGATIVO
13 E213 K. pneumoniae NEGATIVO
14 E217 K. pneumoniae NEGATIVO
15 EC437 | Escherichia coli NEGATIVO
16 EC438 Escherichia coli NEGATIVO
17 EC439 | Escherichia coli NEGATIVO
18 EC440 | Escherichia coli NEGATIVO
19 EC441 Escherichia coli NEGATIVO
20 EC442 Escherichia coli NEGATIVO
21 EC443 Escherichia coli NEGATIVO
22 EC444 Escherichia coli NEGATIVO
23 EC445 Escherichia coli POSITIVO
24 EC446 Escherichia coli NEGATIVO
25 EC447 | Escherichia coli NEGATIVO
26 EC448 Escherichia coli NEGATIVO
27 EC449 Escherichia coli NEGATIVO
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PRUEBA DE

N° | CODIGO CEPA DISCOS
COMBINADOS

28 EC450 Escherichia coli NEGATIVO
29 EC451 Escherichia coli POSITIVO
30 EC452 Escherichia coli POSITIVO
31 EC453 Escherichia coli NEGATIVO
32 EC454 Escherichia coli NEGATIVO
33 EC455 Escherichia coli NEGATIVO
34 EC456 Escherichia coli NEGATIVO
35 EC457 Escherichia coli NEGATIVO
36 EC458 Escherichia coli NEGATIVO
37 EC459 Escherichia coli POSITIVO
38 EC460 Escherichia coli POSITIVO
39 EC462 Escherichia coli NEGATIVO
40 EC463 Escherichia coli NEGATIVO
41 EC464 Escherichia coli NEGATIVO
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ANEXO 4

Presencia de genes de betalactamasas de espectro extendido ( blarey, blasuv, blacrx-w)

N° | CODIGO CEPA ESPECIE HC BLEE (bla)
TEM | SHV | CTX-M
1 E199 K. pneumoniae Canino Control rutinario + + +
2 E201 K. pneumoniae Canino Consulta por cuadro respiratorio - -
3 E202 K. pneumoniae Canino Vacunacion - -
4 E203 K. pneumoniae Canino Control por enfermedad renal - - -
5 E204 Klebsiella spp. Canino Crecimiento de masa en zona cervical - - +
6 E205 Klebsiella spp. Canino Sangrado Vulvar - +
7 E206 Klebsiella spp. Canino Inapetencia - +
8 E207 K. pneumoniae Canino Hernia umbilical - + -
9 E208 Klebsiella spp. Canino Control rutinario + - +
10 E209 K. pneumoniae Canino Sospecha de colapso traqueal - + -
11 E211 K. pneumoniae Canino control rutinario - -
12 E212 Klebsiella spp. Canino Soplo cardiaco + - +
13 E213 K. pneumoniae Canino Control por vacunacion - -
14| E217 K. pneumoniae Canino Inapetencia - + -
15| EC437 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica + - -
16| EC438 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica - -
17| EC439 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica - - -
18| EC440 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica - - +
19| EC441 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica - - +
20| EC442 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica - - +
21| EC443 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica - + +
22| EC444 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica - - +
23| EC445 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica + - +
24| EC446 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica - + -
25| EC447 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica + - -
26| EC448 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica - - +
27| EC449 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica - - -
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BLEE (bla)

N° | CODIGO CEPA ESPECIE HC
TEM | SHV | CTX-M

28| EC450 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica - - -
29| EC451 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica - - +
30| EC452 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica - +
31| EC453 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica - -
32| EC454 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica - - -
33| EC455 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica - - -
34| EC456 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica - - -
35| EC457 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica - - -
36| EC458 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica - - -
37| EC459 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica -

38| EC460 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica + - +
39| EC462 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica - - -
40| EC463 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica - - -
41| EC464 Escherichia coli Canino Sin Historia Clinica - - -

60




