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Resumen

Las bacterias productoras de BLEES en la familia Enterobacteriacea han sido
ampliamente estudiadas y encontradas tanto en humanos como en animales de
compaiiia, cambiando la manera en la que actualmente son tratadas las infecciones.
No obstante, es el uso de antibidticos lo que ha impulsado a la evolucion de los
patdgenos productores de resistencia a antimicrobianos, por ello el propdsito
de este estudio es la identificacion de cepas de enterobacterias productoras de
B-lactamasas de espectro extendido (BLEES) en felinos domésticos en Puebla,
México. Por medio de aislamientos de pacientes felinos sin ningun signo de
enfermedad, un total de 75 felinos fueron muestreados de los cuales se obtuvieron
50 enterobacterias que fueron sometidas a pruebas de sensibilidad antibidtica por
difusion en disco, con la cual fueron detectadas 15 bacterias productoras de BLEES;
ademads, se encontraron niveles altos de resistencia principalmente a ceftriaxona
con un 66% (33/50), 56% (28/50) a cefotaxima, 54% (27/50) a aztreonam, 52%
(26/50) a cefepime. Por otra parte, las cepas BLEES mostraron resistencia a otras
familias de antibidticos (aminoglucosidos 23% (3/15), quinolonas 33% (5/15),
sulfonamidas 53% (7/15) y tetraciclinas 60% (9/15). La presencia de bacterias
BLEES en la microbiota de pacientes veterinarios sanos puede contribuir a la
diseminacion de genes de resistencia en el microbioma humano, lo cual a su vez
constituye un riesgo enorme a la salud publica.
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Introduccion

os miembros de la familia Enterobacteriaceae,
aunque son miembros naturales del tracto
gastrointestinal de los mamiferos, pueden ser
causa de enfermedades del tracto urinario, piel,
oido, tejidos blandos, y aparato respiratorio en gatos
y perros. Para infecciones no complicadas, la opcion
terapéutica de primera linea son ampicilina, amoxicilina
y acido clavulanico o cefalosporinas de primera y
segunda generacion, mientras que la amikacina,
fluoroquinolonas y cefalosporinas de tercera generacion
pueden ser apropiadas para infecciones severas V.

No obstante, es el uso de antibioticos lo que ha impulsado
a la evolucién de los patégenos portadores de
resistencia a antimicrobianos®. La resistencia
bacteriana esta mediada por diversos mecanismos,
por ejemplo, la producciéon de enzimas que
hidrolizan e inactivan a los antibidticos, tal como
las B-lactamasas®. Las P-lactamasas, son enzimas
que inactivan antibidticos B-lactamicos, revelandose
como una de las mayores causas de resistencia. El
niumero de PB-lactamasas ahora excede a las 1300,
haciendo de este grupo de enzimas una de las familias
mas estudiadas a detalle®. El impacto clinico de
estas enzimas es particularmente critico, debido a la
dependencia de las cefalosporinas y carbapenémicos
para el tratamiento de enfermedades graves e
infecciones especialmente en entornos sanitarios
®),  Sin embargo, estas bacterias han evolucionado
hasta el punto donde multiples genes que codifican
las B-lactamasas se producen en un solo organismo,
junto con determinantes de resistencia para muchas
otras clases de antimicrobianos, en el caso de las
enterobacterias a este fendémeno se le conoce como
B-lactamasas de espectro extendido (BLEEs), como el
grupo de enzimas TEM-, SHV-, (CTX)-M, las cuales
son capaces de hidrolizar el aztreonam y cefalosporinas
de tercera generacion © . La aparicion de enterobacterias
que producen BLEES en animales de compaiiia tanto
sanos como enfermos constituye un desafio cada vez
mayor para el tratamiento de infecciones en la terapia
veterinaria. Ademas, la resistencia causada por las
BLEES se asocia a menudo con la resistencia a otras
clases de antibidticos como los aminoglucésidos, las
fluoroquinolonas y el sulfametoxazol / trimetoprima
(SXT), que son antimicrobianos de importancia
critica en la medicina humana (. En consecuencia,
existe una creciente preocupacion sobre las bacterias
productoras de BLEES en animales de compafiia ya
que representan un peligro potencial para la salud de
los seres humanos, ya sea a través de la transmision
directa de patogenos resistentes, o indirectamente
por medio de la transmision de genes de resistencia
por medio de bacterias comensales.
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Objetivo

Identificar cepas de enterobacterias productoras de
B-lactamasas de espectro extendido en felinos domésticos
que no presentan ninguna complicacion clinica.

Materiales y Métodos

Aislamiento bacteriano

Se aislaron 50 enterobacterias obtenidas de hisopados
rectales de 75 pacientes felinos que se presentaron
a consulta en el Hospital Veterinario de Pequefias
Especies de la Benemérita Universidad Auténoma de
Puebla, teniendo como criterio de exclusion para la toma
de muestra a pacientes con enfermedad gastrointestinal y
a pacientes con tratamiento antibidtico en periodo previo
menor a 15 dias.

Las muestras obtenidas de los pacientes felinos se
sembraron en medio EMB con suplementado con
cefotaxima, colocandose en incubacion a 37°C por
24 hrs, posteriormente, las colonias resultantes se
resembraron en agar MacConkey, incubandose a 37°C
por 24 hrs y por ultimo se realizé un pase a agar TSA.

Identificacion de especie

Se realizaron pruebas bioquimicas estandarizadas
para enterobacterias para la identificacion de las cepas
aisladas.

Prueba de susceptibilidad in vitro.

Se utilizo el método de difusioén en disco o Kirby-
Bauer para el ensayo de susceptibilidad. Dicha
prueba, junto con los puntos de corte para cada
antibiotico se ejecutaron de acuerdo con los
lineamientos del CLSI version 2020 . Para ello,
se utilizé un cultivo de 24 horas en medio TSA, del
cual se obtuvo un inoculo preparado con 5 ml de
agua destilada estéril que se igualo en turbidez con el
tubo de 0.5 del estandar de MacFarland. Este inoculo
se us6 para sembrar por triplicado por cepa placas
de medio Mueller Hinton, al cual posteriormente
se le adicionaron los sensidiscos de los siguientes
antibidticos: Imipenem (10 pg), meropenem (10 pg),
amoxicilina/acido clavulanico (30 pg), cefepime
(30 pg), cefotaxima (30 pg), ceftriaxona (30 pg),
ceftazidima (30 pg), aztreonam (30 pg), tetraciclina
(30 pg), gentamicina (10 pg), amikacina (30 pg),
ciprofloxacina (5 pg) y sulfametoxazol/trimetoprim
(25 pg). Una vez colocados los sensidiscos, se
incubaron las placas por 24 horas, para después
llevar a cabo la medicion de los halos de inhibicion.
Para la prueba fenotipica de produccion de BLEES,
se colocaron en una de las placas los sensidiscos con
la siguiente disposici  6n: en el centro el disco de
amoxicilina/acido clavulanico, y alrededor de este,
los discos de ceftriaxona, cefepime, aztreonam,
ceftazidima y cefotaxima. »
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Al igual que el procedimiento anterior, las placas con esta disposicion de
discos se inocularon a 37°C por 24 horas, después de las cuales se evalta
la presencia de los halos de sinergia entre el disco con el inhibidor de
betalactamasas y los antibioticos alrededor.

Resultados

Durante seis meses se aislaron 50 enterobacterias de pacientes felinos, de
las cuales el 40% (20/50) se identificaron como Klebsiella pneumonie, el
16% (8/20) corresponden a E.coli, el 10% (5/50) a Citrobacter diversus,
el 10% (5/50) a Enterobacter aerogenes, el 6% (3/50) a Proteus vulgaris,
y el 18% (9/50) a otras enterobacterias.

En el analisis de las bacterias aisladas se identificaron por medio de
la prueba de difusién en disco 15 bacterias BLEEs formando halos de
sinergia, es decir, el 30% (15/50); de las cuales el 20% (3/15) pertencen
a Proteus vulgaris, el 20% (3/15) a Klepsiella oxitoca, el 13% (2/15) a
Escherichia coli, el 13% (2/15) Escherichia adecarboxylata, otro 13%
(2/15) a Providencia stuartii, el 6% a Citrobacter diversus, y otro 6% a
Enterobacter aerogenes y Serratia odorifera respectivamente.

En cuanto al perfil de resistencia a los betalactimicos probados se obtuvo
un 66% (33/50) de resistencia a Ceftriaxona, 56% (28/50) de resistencia
a Cefotaxima, 54% (27/50) a Aztreonam, 52% (26/50) a Cefepime, 46%
(23/50) a Ceftazidime, 30% (15/50) Amoxicilina con acido clavulanico.

Seevalud ademaslasusceptibilidad in vitro aantibidticos no betalactamicos,
donde las cepas BLEEs mostraron resistencia a aminoglucésidos en un
23% (3/15), a quinolonas 33% (5/15), sulfonamidas/trimetoprim 53%
(7/15) y tetraciclinas 60% (9/15).
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Figura 2. Perfil de resistencia a antibidticos de enterobacterias aisladas de pacientes felinos a 13
antibidticos. Ceftriaxona 30 ug (CRO); Amikacina 30 ug (AN); Aztreonam 30 pg (ATM); Cefepime
30 g (FEP); Ceftazidima 30 ug (CAZ); Cefotaxima 30 ug (CTX); Amoxiciina/ac clavulanico 10 pg
(AMC); Trimetoprim/sulfametoxazol 23.7/1.25 pg (SXT); Ciprofloxacino 5 pg (CIP); Gentamicina 10
ug (GM); Imipenem 10 pg (IMP); Meropenem 10 ug (MER); Tetraciclina 30 ug (TE).
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Figura 1: Prueba de sensibilidad in vitro
de la cepa M19 (superior) (Klebsiella
oxytoca) y M11 (inferior) (Proteus vulgaris)
donde se observa el halo de sinergia con
la forma de “cola de pez” entre el disco
de amoxicilina/acido clavulanico (AMC)

y el disco de cefepime (FEP), lo cual es
evidencia de la produccion de BLEEs
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Figura 3:Comparativo entre los porcentajes de resistencia de las cepas de enterobacterias
productoras de BLEEs y las no productoras de BLEEs a las familias de antibidticos utiizadas en
este estudio.

Discusion

Este estudio identific una cantidad notable 30% (15/50) de enterobacterias
productoras de B-lactamasas de espectro extendido derivadas de la coleccion
de muestras rectales de pacientes felinos sanos; esto es considerablemente alto
al encontrado en estudios similares en animales, como un estudio realizado en
Suiza donde solo el 6% (7/115) de las enterobacterias aisladas de felinos fueron
productoras de BLEES; las bacterias productoras de B-lactamasas fueron en su
mayoria identificadas como E. coli y K. pneumoniae aisladas de orina y
de heridas en piel . Otro estudio del afio 2016 sobre BLEEs en aislados
fecales de E. coli en animales de compaiiia sanos en Argelia, el 7.2% de
las muestras en gatos fueron positivas a la produccion de B-lactamasas
de espectro extendido ®. En un estudio realizado en Brasil se observo una
prevalencia de (6,9%, n =2/29) en gatos callejeros sanos, asi como en mascotas
con infecciones del tracto urinario (8,3% en gatos) . Sin embargo, un estudio
en Japdn mostrd proporciones elevadas de BLEEs (21.3%) de muestras tracto
urinario, pero estas fueron tomadas de animales enfermos incluyendo perros
y gatos 19, Cabe enfatizar que en este estudio solo se realizaron hisopados
rectales de pacientes felinos sanos, obteniendo un mayor porcentaje de
bacterias productoras de BLEEs que en otras investigaciones, siendo el unico
estudio realizado exclusivamente de pacientes felinos en México hasta ahora.

Otro hallazgo importante fue el nivel de resistencia encontrado a los diferentes
betalactamicos; ya que en un estudio realizado en Australia se reportaron niveles
de resistencia del 5.6% a Ceftriaxona 1; el cual es muy bajo comparado con
el 66% de este estudio.

En otra investigacion la incidencia de cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima y
aztreonam fue de 42.4% (14/33), 36.3% (12/33), 33.3% (11/33), and 9.1%
(3/33), respectivamente 2 los cuales fueron obtenidos de aislamientos
provenientes de caninos; no obstante, en este estudio los niveles de resistencia
para los mismos antibidticos fueron mas altos. En otro estudio realizado también
en Suiza se encontrd un 38.5% de resistencia a Cefotaxima en aislamientos
realizados de E.coli en felinos (3.

El fenotipo de bacterias BLEEs, presenta, ademas del desafio de mostrar
resistencia a gran parte de los betalactadmicos, el reto adicional de mostrar
corresistencia a otras importantes familias de antibioticos incluyendo amino-
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glucosidos, tetraciclinas, flouroqui-
nolonas y sulfonamidas ‘9. En este
trabajo, se evalud la susceptibilidad
in vitro de las cepas de enterobac-
terias productoras de BLEEs con-
tra aminoglucosidos, tetraciclinas,
sulfonamidas y fluoroquinolonas,
mostrando resistencia a aminoglu-
cosidos en 23% (3/15), a quino-
lonas 33% (5/15), sulfonamidas/
trimetoprim 53% (7/15) y tetraci-
clinas 60% (9/15). Estos resultados
muestran porcentajes mas elevados
que lo reportado por Falodun ef al,
quienes no encontraron resistencia a
aminoglucoésidos e indicaron 30% y
25% de cepas BLEEs resistentes a
tetraciclinas y sulfonamidas respec-
tivamente (1),

Datos similares se encontraron en el
reporte de Liu et al 19 con respecto
a los porcentajes de resistencia para
aminoglucdsidos y sulfonamidas/ tri-
metoprim, sin embargo, observaron
hasta 90% de resistencia a fluoroqui-
nolonas, considerablemente mas alto
que el porcentaje encontrado en el
presente trabajo. Liu también encon-
tr6 que el 73.95% (68/92) de las cepas
BLEEs mostraban adicionalmente
el fenotipo de resistencia a multiples
farmacos (MDR, Multi-drug resistan-
ce), valor ligeramente por encima de
lo hallado en esta investigacion, con
60% (9/15) de enterobacterias BLEE
que son ademas MDR (definiendo
este fenotipo como el aislamiento que
es resistente a por lo menos un anti-
biotico de 3 familias distintas).

La presencia de MDR suele ser
comun en los microrganismos pro-
ductores de BLEEs. Esta combina-
cion de propiedades puede afectar
significativamente el curso y los
resultados de las infecciones. Los
genes de b-lactamasa comunmente
se ubican en elementos genéticos
moviles, como plasmidos, transpo-
sones o integrones, y los plasmidos
de resistencia pueden transferirse
facilmente entre aislados bacteria-
nos mediante un mecanismo de con-
jugacion (7. »
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La convivencia entre el humano y los animales de
compaiiia ha experimentado un cambio, en el sentido
de hacerse cada vez mas estrecha, lo que permite un
ambiente donde la transmision de microorganismos
entre unos y otros también sea viable, lo cual a su
vez propicia que la posibilidad de un intercambio de
genes de resistencia entre las respectivas microbiotas
sea bastante probable. Este escenario, donde un
animal o humano sano albergan bacterias con genes
de resistencia, aumenta el panorama de pesimismo
sobre nuestra capacidad de detener la propagacion
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