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RESUMEN

El incremento de la frecuencia de enterobacterias productoras de [-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) representan una amenaza grave tanto para la practica clinica veterinaria como
para la salud publica. En este contexto, se sugiere que los perros son reservorios y potenciales
transmisores de estos patégenos al humano. El objetivo de este estudio es determinar la
presencia de Escherichia coli, Klebsiella spp. y Enterobacter spp. BLEE en perros sanos de la
Clinica Veterinaria Docente Cayetano Heredia (San Martin de Porres, Lima). Muestras fecales
de perros sanos (n=58) fueron sembradas en agar de cultivo cromogénico HiCrome™ ESBL.
Las cepas aisladas fueron sometidas a pruebas bioquimicas y sembradas en agar McConkey.
Posteriormente, la confirmacion de cepas productoras de BLEE se realizé mediante la técnica
de sinergia de doble disco (DDST) descrita por “El Comité Europeo sobre las Pruebas de
Susceptibilidad Antimicrobiana” (EUCAST). La frecuencia de E. coli y Klebsiella spp.
productoras de BLEE fue de 44.83% (n=26/58) y 6.89% (n=4/58), respectivamente; sin
embargo, se descart6 la presencia de Enterobacter spp. Adicionalmente, se halld asociacién
estadisticamente significativa entre las hembras y el estado de portador de E. coli y Klebsiella

spp. productoras de BLEE (p=0.02).

Palabras claves: Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., BLEE



ABSTRACT

The increase in the frequency of Enterobacteriaceae producing extended-spectrum p-
lactamases (ESBL) represents a serious threat to both veterinary clinical practice and public
health. In this context, it is suggested that dogs are reservoirs and potencial transmitters of these
pathogens to humans. The objective of this study is to determine the presence of ESBL-
producing Escherichia coli, Klebsiella spp. and Enterobacter spp. in healthy dogs of the
Cayetano Heredia Veterinary Teaching Clinic (San Martin de Porres, Lima). Faecal samples
from healthy dogs (n=58) were seeded in HiCrome™ ESBL agar base. The isolated strains were
subjected to biochemical tests and seeded on McConkey agar. Subsequently, confirmation of
ESBL-producing strains was carried out using the Double Disc Synergy test (DDST) described
by "The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing" (EUCAST). The
frequency of ESBL-producing E. coli and Klebsiella spp. was 44.83% (n=26/58) and 6.89%
(n=4/58), respectively; however, presence of Enterobacter spp. was discarded. In addition, a
statistically significant association was found between females and the carrier status of ESBL-

producing E. coli and Klebsiella spp. (p=0.02).
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INTRODUCCION

En la actualidad, debido al uso irracional y extensivo de los antibidticos, se ha detectado un
incremento alarmante de la resistencia bacteriana (Theuretzbacher, 2013); siendo las principales
consecuencias el aumento de la morbilidad y mortalidad (Razaghi et al., 2012). En este aspecto;
Asia, América Latina y Africa son los continentes o regiones con mayor incidencia
(Theuretzbacher, 2013). Asimismo, se estima que alrededor de 700 mil muertes de seres
humanos a nivel mundial fueron atribuibles a infecciones por patdgenos resistentes y que para

el 2050 éstas ascenderian a 10 millones (Allcock et al., 2017).

La resistencia bacteriana adquirida puede generarse a partir de la mutacion del ADN
cromosomal o la transferencia genética horizontal (Silva et al., 2013). Asimismo; de acuerdo
con el mecanismo de accion; se clasifica en modificacion enzimatica o inactivacion de agentes
antibacterianos, reducida acumulacién intracelular de agentes antibacterianos y alteracion de los
sitios blanco de los agentes antibacterianos (Schwarz y Noble, 1999; Schwarz et al., 2006). Si
bien el fenémeno ha sido identificado en diversos grupos taxonémicos, las bacterias del género
Enterobacteriaceae constituyen uno de los microorganismos de mayor prioridad debido a su
efecto sobre maltiples farmacos de importancia critica en medicina humana (Riedel et al., 2019;
Chattopadhyay, 2020). En cuanto a los mecanismos de resistencia adquiridos en este grupo
heterogéneo, estan involucrados la produccion de p-lactamasas de espectro extendido (BLEE),
B-lactamasas plasmidicas tipo AmpC y carbapenemasas (Sampaio y Gales, 2016), siendo el
primero uno de los mas frecuentes a nivel global y de mayor impacto debido a su creciente
asociacion con infecciones de adquisicion comunitaria y nosocomial (WHO, 2014; Dorado-

Garcia et al., 2018; Nuangmek et al., 2018).

Las BLEE son enzimas mayormente codificadas en plasmidos y transferibles (de cepa a cepa o

entre especies bacterianas), las cuales generan la hidrolisis del anillo betalactamico de



penicilinas, cefalosporinas de primera, segunda, tercera y cuarta generacion y aztreonam
(Garcia-Tello et al., 2014; Rupp y Fey, 2003) y son inhibidas por acido clavulénico, sulbactam
y tazobactam (Garcia et al., 2010). En adicion, los microorganismos productores de BLEE
presentan resistencia a antibidticos no betalactamicos; tales como tetraciclinas, fluorquinolonas,
aminoglucdésidos o cotrimoxazol (Garcia-Tello et al., 2014; Li et al., 2017). De acuerdo con la
estructura de aminodcidos, las BLEE se clasifican en 9 familias (TEM, SHV, CTX-M, PER,
VEB, GES, TLA, BES y OXA), las cuales en conjunto comprenden més de 300 variantes
(Domingos et al., 2010). Cabe mencionar que CTX-M ha cobrado significativa importancia en
los ultimos afios debido a su rapida diseminacién, llegando a posicionarse como la mas
prevalente en humanos y animales de compafiia (Garcia et al., 2010; Garcia-Tello et al., 2014;

Aslantas y Yilmaz, 2017).

Las enterobacterias son un grupo de bacilos gram negativos caracterizados por ser inméviles o
moviles con flagelos peritricos, anaerobios facultativos y no formadores de esporas (Perez et
al., 2014). En cuanto a sus caracteristicas bioquimicas generales, pueden crecer facilmente en
medios ordinarios; asimismo, son fermentadores de glucosa (siendo acido y gas o solo 4cido los
productos generados), reductores de nitrito a nitrato, catalasa positivo y oxidasa negativo
(Kumar, 2012; Parija, 2012). Por otro lado, este grupo heterogéneo es ubicuo en el suelo, agua,
vegetacion y tracto gastrointestinal de animales y humanos; sin embargo, algunas especies 0
subespecies presentan potencial patogénico (Parija, 2012). En este aspecto, E. coli, Klebsiella
spp. y Enterobacter spp. han sido ampliamente estudiadas debido a la asociacién de éstas con
infecciones en heridas cutaneas, mastitis, artritis sépticas, neumonia, infecciones
intraabdominales e infecciones del tracto urinario (Ewers et al., 2014; Rubin y Pitout, 2014;

Tuerena et al., 2016).

Enterobacterias (principalmente Escherichia coli, Klebsiella spp. y Enterobacter spp.)
productoras de BLEE han sido reportadas en un amplio rango de hospederos, tales como

animales de compafiia sanos (Ewers et al., 2011; Hordijk et al., 2013; Pomba et al., 2017). En



este contexto, se ha indicado que la microbiota intestinal de los perros puede constituir un
reservorio de genes de resistencia; los cuales, en adicion, son potencialmente transmisibles al
humano (Sharif et al., 2017b). Se han aislado cepas de E. coli de origen canino con similares o
idénticas caracteristicas moleculares (genotipo de virulencia, caracteristicas de la resistencia,
contenido plasmidico y perfiles de PFGE) a las de origen humano (Albrechtova et al., 2012;
Carvalho et al., 2016; Ljungquist et al., 2016); tales como E. coli del clon pandémico ST131
(Albrechtova et al., 2012; Aslantas y Yilmaz, 2017). Estos hallazgos sugieren que el contacto
con heces de perros es uno de los mecanismos de transmision de BLEE al humano (Schaufler
et al., 2015; Pomba et al., 2017; Derakhshandeh et al., 2018). Por ello, resulta fundamental la

identificacion de estos microorganismos y del mecanismo de resistencia en nuestro medio.

Con respecto a la vigilancia epidemiol6gica; se han implementado métodos fenotipicos (disco
combinado, sinergia de doble disco, difusion en gradiente y microdilucion en caldo),
moleculares (PCR y secuencia de genomas y MALDI-Tof) y automatizados (sistemas Vitek,
BD Phoenix y Microscan Walkaway) para la confirmaciéon de BLEE en muestras bioldgicas.
(Sullivan et al., 2015; EUCAST, 2017). El principio de estas técnicas se basa en el efecto
sinérgico entre las oximino-cefalosporinas y el acido clavulanico; sin embargo, se han
evidenciado variaciones en cuanto al costo, tiempo de procesamiento requerido, precision
diagndstica y reproductividad (Pereckaite et al., 2018). Cabe mencionar que la prueba de
sinergia de doble disco (DDST, del inglés “Double Disc Synergy Test”) es uno de los métodos
maés difundidos debido a su bajo costo, facil aplicacion, confiabilidad y alta especificidad (con

cifras reportadas de hasta el 100%) (Pereckaite et al., 2018; Teklu et al., 2019).

Estudios recientes sobre la presencia de E. coli, Klebsiella spp. y Enterobacter spp. productoras
de BLEE en perros clinicamente sanos son escasos. Con relacion a E. coli; la menor y mayor
prevalencia del estado portador es de 3.6% (Brasil) y 22.4% (Rumania), respectivamente
(Domingos, 2010; Cozma et al., 2015). Por otro lado, la prevalencia en cuanto a K. pneumoniae

y E. cloacae es de 3.4% (Rumania) y 3.6%, (Brasil), respectivamente (Cozma et al., 2015; Melo



et al., 2018). Con respecto a Per(, un estudio similar fue realizado en Lambayeque (Aguilar-
Gamboa et al., 2016). Si bien no se realiz6 la clasificacion taxonémica, se hall6 una prevalencia
general de enterobacterias productoras de BLEE del 44.4 % (Aguilar-Gamboa et al., 2016).
Asimismo, se requiere de un estudio piloto en Lima, Per(. De igual manera, se ha evaluado la
produccion de BLEE en perros enfermos, siendo 1.7% (Republica Checa, Francia, Alemania,
Hungria, Italia, Paises Bajos, Polonia, Espafia, Suiza y Reino Unido) y 28.1% (Suiza) la menor
y mayor prevalencia general reportada, respectivamente (Bogaerts et al., 2015; Zogg et al.,
2018). En cuanto a E. coli; la menor y mayor prevalencia hallada fue 1.5% (Republica Checa,
Francia, Alemania, Hungria, Italia, Paises Bajos, Polonia, Espafia, Suiza y Reino Unido) y
54.5% (China), respectivamente (Sun et al., 2010; Bogaerts et al., 2015). En contraste, los
valores con respecto a Klebsiella pneumoniae oscilan entre el 0.2% (Republica Checa, Francia,
Alemania, Hungria, Italia, Paises Bajos, Polonia, Espafia, Suiza y Reino Unido) y 7% (Alemania
y 15 paises europeos no mencionados) (Ewers et al., 2014; Bogaerts et al., 2015). Cabe

mencionar que no se ha reportado la presencia de Enterobacter spp.

En la dltima década, las estrategias para el control de microorganismos multirresistentes con
potencial zoondtico se han enfocado en el area de produccién animal, siendo la principal
consecuencia en el &ambito clinico la falta de regulacién de la prescripcién antibi6tica (Maeyama
et al., 2018). En este contexto, el uso de antibiéticos comunes en medicina humana en centros
veterinarios ha impulsado la seleccion de BLEE (Tamang et al., 2012; Mohammad Sharif et al.,
2017). Considerando el potencial rol que cumplen los perros en la transmisién de
microorganismos (influenciado por la convivencia estrecha entre estas poblaciones), el
monitoreo de estos animales resulta crucial en los programas de vigilancia epidemiolégica (So

et al., 2012; Tamang et al., 2012; Li et al., 2017).

La produccion cientifica asociada a E. coli, Klebsiella spp. y Enterobacter spp. productoras de
BLEE en perros clinicamente sanos se ha incrementado en los ultimos afios; sin embargo, se

requiere de mas estudios en PerU. El objetivo general de este estudio es detectar la presencia de



cepas de E. coli, Klebsiella spp. y Enterobacter spp. productoras de BLEE en muestras fecales
de perros clinicamente sanos de la Clinica Veterinaria Docente Cayetano Heredia (San Martin
de Porres, Lima). Cabe sefialar que los resultados obtenidos pueden proporcionar una base para
la terapia antibidtica empirica con menor riesgo de fracaso y seguimiento futuro de las

tendencias de resistencia bacteriana.



MATERIALES Y METODOS

Lugar y Tipo de Estudio

Se realiz6 un estudio de observacion para identificar la presencia de cepas de E. coli, Klebsiella
spp. y Enterobacter spp. productoras de BLEE en perros clinicamente sanos de la Clinica
Veterinaria Docente Cayetano Heredia. El area de estudio estd ubicada en el distrito de San

Martin de Porres (departamento de Lima, Pert).

Poblacion Objetivo y Tamafio de Muestra

La poblacion objetivo fueron perros de cualquier raza, sexo y edad, aparentemente sanos
(aquellos que acudieron para vacunacion, desparasitacion o control de alteraciones no asociadas
a agentes microbiolégicos; siendo ojo seco, cataratas, Ulcera corneal por traumatismo o
alteraciones anatomicas y fracturas los diagndsticos indicados en este ultimo grupo) y sin

historial de tratamiento antibiético en el Gltimo mes.

El tamafio de muestra fue determinado a partir de la férmula de prevalencia limite o
determinacion de una enfermedad. Para ello se trabajé con un nivel de confianza del 95% y una
prevalencia minima de deteccion de 5% (valor definido por el equipo de investigacion). Se hallo

una muestra de 58 animales.

Recoleccién de Muestras

Durante el periodo de febrero a mayo del 2019 muestras fecales fueron obtenidas mediante la

técnica de hisopado rectal. Se introdujo un hisopo estéril hasta traspasar el esfinter anal y se

realizaron movimientos suaves de rotacion para hacer la toma de las criptas anales (Garcia et



al., 1993). Los hisopos fueron colocados en el medio de transporte AMIES para su posterior
traslado al Laboratorio de Nutricion Animal e Inocuidad Alimentaria de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia (Universidad Peruana Cayetano Heredia) (Bou et al., 2015; Melo et al.,

2018).

Aislamiento bacteriano

El procesamiento de las muestras se realiz6 dentro de las primeras 4 horas de realizada la toma
de muestra, siendo el primer procedimiento realizado la preparacion de suspensiones (HiMedia,
2013; Melo et al., 2018). Para ello cada hisopo conteniendo las muestras fue sumergido en 1
ml de cloruro de sodio al 0.9%, agitado y rotado varias veces para liberar los microorganismos

(Pournaras et al., 2013).

Para la identificacion presuntiva de enterobacterias productoras de BLEE, las suspensiones
obtenidas fueron cultivadas mediante el método de estria cruzada en el agar cromogénico
HiCrome™ ESBL (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai, India). Este medio, a partir de la
incorporacién de un suplemento de antibidticos betalactamicos y un triazol de primera
generacién, proporciond selectividad para el mecanismo de resistencia en estudio e inhibi6 el
crecimiento de microorganismos contaminantes (HiMedia, 2012; HiMedia, 2013). Las placas
fueron incubadas a temperatura en un rango de 35 a 37°C y la lectura se realiz6 a las 24 horas
de incubacién (HiMedia, 2013). Las colonias rosadas a moradas fueron caracteristicas de E.
coli; mientras que las verdes azuladas se asociaron a Klebsiella spp. y Enterobacter spp.
(HiMedia, 2013). Posteriormente, se seleccionaron un maximo de cinco colonias de cada grupo
y, con la finalidad de obtener aislados purificados, se realizd la resiembra de éstas.
Complementariamente, la caracterizacion de las enterobacterias aisladas se realizo a partir del
cultivo en agar MacConkey; asi como las pruebas de citrato, sulfuro de hidrégeno, indol,
motilidad, produccién de gas, ureasa y ornitina (Unicamente utilizada para la diferenciacion de

Klebsiella spp. y Enterobacter spp.) (Procop et al., 2017).



Antibiograma

Se realizo el analisis de susceptibilidad antimicrobiana en agar Mueller-Hinton (OXOID Ltd.,
Basingstoke, Hampshire, England) siguiendo las pautas establecidas por “El Comité Europeo
sobre las Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana” (EUCAST) (Domingos, 2010; EUCAST,
2017; Sharif et al., 2017a). Para ello, previamente se prepararon suspensiones a partir de los
indculos bacterianos (con un tiempo de incubacién no mayor a 24 horas) y cloruro de sodio al
0.9 %, las cuales fueron estandarizadas a una turbidez equivalente a 0.5 de la escala de
McFarland mediante el uso de un espectofotémetro (Cortez, 2017). Se realizé el método de
sinergia de doble disco, siendo utilizados discos de cefotaxima (30 ug), ceftazidima (30 pg),
cefepima (30 pg) y amoxicilina mas &cido clavulanico (20/10 ug) (EUCAST, 2017). Este altimo
fue colocado a 20 mm de los discos de cefalosporinas para facilitar la deteccion de la imagen
sinérgica (SFM, 2019). La ampliacion de la zona de inhibicion alrededor de las cefalosporinas
o la formacion de un “ojo de cerradura” en direccion al disco de amoxicilina més acido
clavulanico confirmé la presencia de BLEE (SFM, 2019). Klebsiella pneumoniae ATCC
700603 y E. coli ATCC 25922 fueron usados como control positivo y negativo,
respectivamente; asimismo, la lectura de las placas se realizé transcurridas 16 a 24 horas de

incubacion (a 35+1°C) (Makarewicz et al., 2015; Cortez, 2017; EUCAST, 2019).

Analisis Estadistico

Los resultados fueron resumidos mediante estadistica descriptiva para variables discretas
(proporciones). Se consideraron como variables de estudio la raza (definida e indefinida), el
sexo, el grupo etéareo (cachorro o de 0 a 1 afio de edad, adulto o mayores de 1 afio a 6 afios de
edad, geronte o a partir de los 7 afios de edad) y el historial de antibioticoterapia (reciente o en
tratamiento hasta hace un afio, no reciente o en tratamiento hace mas de un afio y nunca); siendo

la asociacion de las mismas evaluada mediante la prueba de Chi-cuadrado de Pearson (x%). Se
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establecié un nivel de significancia del 5% y el paquete de software estadistico utilizado fue

“STATA 13.0”.

Consideraciones Eticas

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica para el Uso de Animales de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia (UPCH) (c6digo de aprobacion 103417). Asimismo, la autorizacién
para el muestreo de los canes y procesamiento fue documentada mediante un formato de
consentimiento informado, el cual fue previamente revisado y autorizado por el Comité de Etica

para el Uso de Animales de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH).
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RESULTADOS

De los perros muestreados (n=58), el 56.90% (n=33/58) fueron hembras y el 43.10% (n=25/58)
machos; siendo 4.47 la media de edad (mediana=4, moda=7, desviacion estandar=3.56, valor
minimo=0.01, valor maximo=12) (Cuadro 1). Asimismo, estuvieron involucrados con mayor
frecuencia canes mestizos (51.72%, n=30/58), sequido de razas puras de tamafio pequefio a
mediano (44.83%, n=26/58) y de tamafio grande (3.45%, n=2/58) (Cuadro 1). Se determind
que el 51.72% (n=30//58) de los animales en estudio habian recibido recientemente tratamiento
antibidtico, mientras que el 20.69% (n=12/58) y el 27.59% (n=16/58) no recientemente y nunca,

respectivamente (Cuadro 1).

Se identificd crecimiento bacteriano en el 46.55% (n=27/58) de los individuos en el agar
HiCrome™ ESBL; no obstante, mediante la prueba de sinergia de doble disco (Figura 1), se
confirmo la presencia de enterobacterias productoras de BLEE en el 44.83% (n=26/58) (Cuadro
1). Por otro lado, se identificaron en total 136 cepas resistentes; de las cuales el 88.24%
correspondieron a E. coli (120/136) y el 11.76% a Klebsiella spp. (16/136). Cabe mencionar
que se descartd la presencia de perros portadores de Enterobacter spp.. Por consiguiente; la
frecuencia de E. coli y Klebsiella spp. fue de 44.83% (n=26/58) y 6.89% (n=4/58),

respectivamente, mientras que de la infeccion mixta fue de 6.89% (n=4/58).

En cuando a la evaluacion de las variables de estudio, se hall6 asociacion estadisticamente
significativa entre la colonizacion fecal por E. coli y Klebsiella spp. productoras de BLEE y el
sexo, determindndose Unicamente en las hembras (p=0.02) (Cuadro 2). No se identificaron
diferencias estadisticamente significativas en las otras variables exploradas (raza, grupo etareo

e historial de antibioticoterapia) (Cuadro 2).
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CUADRO 1. Frecuencia de E. coli y Klebsiella spp. productoras de B-lactamasas de espectro

extendido (BLEE) en perros clinicamente sanos (n=58) (febrero-mayo, 2019)

Variable Perros muestreados % (n) Frecuencia % (n) *

Raza Definida 48.28 (28) 42.86 (12)

Indefinida 51.72 (30) 46.67 (14)

Sexo Hembra 56.90 (33) 57.58 (19)
Macho 43.10 (25) 28 (7)

Grupo etéreo Cachorro 24.14 (14) 42.86 (6)
Adulto 44.83 (26) 50 (13)

Geronte 31.03 (18) 38.89 (7)
Historial de Reciente 51.72 (30) 60 (18)

antibioticoterapia ~ No reciente 20.69 (12) 33.33 (4)
Nunca 27.59 (16) 25 (4)

Total 100 (58) 44.83 (26)

1 Individuos identificados como portadores de E. coli y Klebsiella spp. productoras de BLEE por el

antibiograma.
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CUADRO 2. Asociacién entre el estado de portador de E. coli y Klebsiella spp. productoras de

B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y variables predictoras

Variable Muestras Muestras Significacion

positivas (n),  negativas (n),  (valor de p) @

n=26 n=32

Raza Definida 12 16 0.7707
Indefinida 14 16

Sexo Hembra 19 14 0.0249
Macho 7 18

Grupo etareo Cachorro 6 8 0.7578
Adulto 13 13
Geronte 7 11

Historial de Reciente 18 12 0.1497
antibioticoterapia No reciente 4 8
Nunca 4 12

(1) Resultados con un valor de p de <0.05 se consideraron como variables significativamente asociadas.
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FIGURA 1. Deteccion de E. coli y Klebsiella spp. productoras de p-lactamasas de espectro

extendido (BLEE) mediante el método de Sinergia de Doble Disco (DDST)

(1) Efecto sinérgico positivo (“ojo de cerradura” o distorsion de los halos de inhibicion) entre el disco de
ceftazidima (CAZ) y el disco central de amoxicilina mas &cido clavulanico (AMC).

(2) Efecto sinérgico positivo entre el disco de cefepima (FEP) y el disco central de amoxicilina mas acido
clavulanico (AMC).

(3) Efecto sinérgico positivo entre el disco de cefotaxima (CTX) y el disco central de amoxicilina mas

acido clavulanico (AMC).
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DISCUSION

El presente estudio evidencia la presencia de enterobacterias productoras de BLEE en canes sin
presunta enfermedad digestiva o sistémica de la Clinica Veterinaria Docente Cayetano Heredia
(San Martin de Porres, Lima). Se report6 una alta frecuencia general (44.83%), siendo esta cifra
similar a la hallada previamente en el pais (44.4%) en un estudio observacional de corte
transversal (Chiclayo, Lambayeque, Per() (Aguilar-Gamboa et al., 2016) pero
considerablemente mayor que las méaximas prevalencias reportadas en otros paises de América
Latina (11.90%), Europa (25.86%), Asia (19.79%) y Africa (21.76%) (Albrechtova et al., 2012;
Cozma et al., 2015; Gumus et al., 2017; Melo et al., 2018). De igual modo, representando una
frecuencia del 44.83%, E. coli fue el microorganismo preponderante. Si bien se han reportado
cifras significativamente menores en Reino Unido (0.55% y 1.37%), México (5.66%), Brasil
(8.33%), TUnez (12.20%), Portugal (13.20%), Argelia (14.71%) y Turquia (16.82% y 19.79%)
(Domingos, 2010; Wedley et al., 2011; Sallem et al., 2013; Belas et al., 2015; Rocha-Gracia et
al., 2015; Schmidt et al., 2015; Yousfi et al., 2016; Aslantas y Yilmaz, 2017; Gumus et al.,
2017); en Kenia (21.76%) y Rumania (22.41%) se hallaron valores mas cercanos al del presente
estudio (Albrechtova et al., 2012; Cozma et al., 2015). Por otro lado, la proporcién de perros
portadores de Klebsiella spp. (6.89%) fue mayor que la documentada en Rumania con relacién
a Klebsiella pneumoniae (3.45%) (Cozma et al., 2015). Asimismo, se descartd la presencia de
Enterobacter spp., habiéndose reportado Gnicamente en Brasil (3.57%) (Domingos, 2010). Se
sugiere que estas variaciones geograficas no solo se deban a la diferencia cronol6gica entre la
toma de muestras, sino también a las caracteristicas de las poblaciones evaluadas, las cuales

fueron evaluadas en el presente estudio.
Aunque se descarto la asociacion entre la colonizacion fecal por Escherichia coli y Klebsiella

spp. productoras de BLEE y las variables raza y grupo etéreo, a nivel global se han identificado

ciertas condiciones de exposicién ambiental como factores de riesgo. En primer lugar, los perros
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provenientes de refugios y criaderos presentan mayor riesgo de adquirir E. coli productoras de
BLEE y B-lactmasas plasmidicas de tipo AmpC (pAmpC); lo cual se ha relacionado al uso
irracional de antibidticos en estos centros, en concomitancia con la convivencia en espacios
comunes (Rota et al., 2012; Belas et al., 2014). De igual manera, se ha evaluado la implicacién
de los espacios publicos; hallandose cepas de E. coli multirresistentes en el 1.9% (n=4/209),
14% (n=14/100) y 40% (n=20/50) de muestras fecales recolectadas en Dinamarca, Alemaniay
Ecuador, respectivamente (Damborg et al., 2015; Schaufler et al., 2015; Ortega-Paredes et al.,
2019). Si bien se ha considerado a la interaccion con perros vagabundos como una de las
principales rutas de transmision, recientemente se ha descrito la intervencion de las suelas de
los zapatos de visitantes de parques caninos como vectores no biolégicos (Ahmed et al., 2015;
Melo et al., 2018). Estos hallazgos sustentan la importancia de concientizar a la poblacién en
cuanto a la resistencia bacteriana, asi como de implementar ordenanzas municipales con
relacién al recojo de deposiciones de mascotas y programas de control de la poblacion canina

en situacion de calle.

En cuanto al sexo de los canes, se determiné relacion estadisticamente significativa entre las
hembras (p=0.02) y el estado de portador de E. coli y Klebsiella spp. productoras de BLEE;
resultado que difiere con los hallados en Turquia, en donde no se identificaron diferencias
estadisticamente significativas (Gumus et al., 2017). Esta variacion podria estar influenciada
por una alta ocurrencia de patologias como piometra e infecciones del tracto urinario bajo en
Lima Metropolitana. El factor causal ha sido establecido en seres humanos (Friedmann et al.,
2009; Ljungquist et al., 2019); sin embargo, debido a que la informacion proporcionada por
algunos propietarios con relacion a las enfermedades previas de los canes fue imprecisa, se

requeriran de estudios clinicos prospectivos para sustentar dicha hipétesis.

Otro aspecto por evaluar es el uso de antibidticos en cada poblacién. Estudios recientes han
asociado el uso de enrofloxacina, cefalexina y cefalosporinas de tercera generacion con una alta

carga de cepas productoras de BLEE de tipo CTX-M, asi como de pAmpC de tipo CMY-2; por
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lo que, al igual que otros antibi6ticos de importancia critica en medicina humana, el uso de éstos
debe estar restringido (Pfaller y Sgreti, 2006; Moreno et al., 2008; Regula et al., 2009; Damborg
et al., 2011). Particularmente, se ha determinado que el tratamiento antibi6tico administrado
hasta un afio previo al muestreo constituye un factor de riesgo para la adquisicion de
enterobacterias productoras de BLEE (Belas et al., 2015). En contraste, una evaluacion previa
establecié una ventana de 3 meses después del final de la terapia como factor de riesgo
(Gandolfi-Decristophoris et al., 2013). Estas variaciones se basan en la diferencia de los
mecanismos de accion y espectro de los antibi6ticos; sin embargo, resulta imprescindible la
implementacion de estrategias concretas para el control de la resistencia bacteriana en centros
veterinarios; tales como la concientizacion de los propietarios sobre las consecuencias del uso
de antibidticos sin supervision médica, la prescripcion adecuada de medicamentos y la
aplicacion de normas de bioseguridad en ambientes hospitalarios (Schmidt et al., 2018). En el
presente estudio no se establecid asociacion estadisticamente significativa entre la colonizacién
fecal por Escherichia coli y Klebsiella spp. productoras de BLEE e historial de
antibioticoterapia, por lo que se presume que sea debido a la falta de precision de los datos

proporcionados por los propietarios.

La relativa alta frecuencia de BLEE detectada en el presente estudio confirma la diseminacion
silenciosa de los mecanismos de resistencia bacteriana en la poblacion de canes de Lima
Metropolitana, lo cual indica la necesidad de establecer medidas preventivas en el pais. Por otro
lado, en vista de que en los Gltimos afios la relacién entre los canes y sus propietarios se ha
vuelto mas estrecha, también propone un alto riesgo para la poblacion humana (Yousfi et al.,
2016). Précticas tales como permitir el contacto oral o compartir alimentos con las mascotas
evidencia que la transmisidn interespecie es plausible (Damborg et al., 2016; Ljungquist et al.,
2016). Considerando el efecto perjudicial de las enterobacterias productoras de BLEE sobre
antibidticos de importancia critica en medicina humana, la identificacion de estos
microorganismos resulta prioritaria en comparacion con otros mecanismos de resistencia

(Breijyeh et al., 2020). Se sugiere establecer como proceso rutinario en laboratorios veterinarios
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de diagndstico la identificacion de BLEE en muestras microbioldgicas, asi como la ejecucién
de estudios epidemioldgicos de BLEE que involucren simultdneamente a canes y propietarios.
Considerando los resultados obtenidos en el presente estudio, el cultivo en el agar cromogénico
HiCrome™ ESBL y DDST constituyen pruebas de alta reproductividad para el diagndstico
presuntivo y confirmacion de BLEE, respectivamente. Cabe mencionar que las limitantes del
presente estudio fue la ausencia de un antibiograma adicional para la deteccion de otros
mecanismos de resistencia y de la identificacion molecular de las variantes de BLEE; por ende,

se recomienda la realizacidn de estos procedimientos en investigaciones futuras.
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CONCLUSIONES

Se evidencid la presencia de E. coli y Klebsiella spp. productoras de BLEE en muestras fecales

de perros clinicamente sanos de la Clinica Veterinaria Docente Cayetano Heredia.

De una muestra de 58 canes, 26 fueron confirmados como portadores de enterobacterias
productoras de BLEE. Se obtuvieron en total 120 y 16 cepas de E. coli y Klebsiella spp.

productoras de BLEE, respectivamente; no obstante, se descart6 la presencia de Enterobacter

spp.

Se determiné una frecuencia general de enterobacterias productoras de BLEE en perros
clinicamente sanos del 44.83%; hallandose particularmente un valor del 44.83% y 6.89% en

cuanto a E. coli y Klebsiella spp., respectivamente.

Se establecid relacion estadisticamente significativa entre los canes hembras y la colonizacion
fecal por E. coli y Klebsiella spp. productoras de BLEE. Por otro lado, no se presentaron
diferencias estadisticamente significativas en las otras variables exploradas (raza, grupo etareo

e historial de antibioticoterapia).
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RECOMENDACIONES

El presente estudio evalud Unicamente a la poblacion canina sana de un centro veterinario
ubicado en Lima Norte; por lo que se sugiere la replicacion de la prueba en otras subregiones
de Lima Metropolitana. Los hallazgos permitirdn tener un diagnéstico mas detallado de la

presencia de BLEE en el departamento.

Como principal medida para la vigilancia epidemioldgica de BLEE en el pais, se propone la

identificacion de las variantes de BLEE vy la evaluacion de la transmision de BLEE entre los

perros y sus propietarios mediante pruebas gendmicas.
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